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1. INTRODUCCION
1.1. LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

1.1.1. Introduccion

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegenerativo progresivo que
da lugar a atrofias en diferentes zonas del cerebro y la muerte de células neuronales,
provocando consecuentemente pérdidas de memoria, asi como fallos en el
aprendizaje, toma de decisiones y otras capacidades cognitivas. Es la causa maés
comun de demencia, se estima presente entre en 10-30 % de la poblacion mayor de
65 afios (Masters ef al. 2015) y se trata de uno de los mayores retos a los que se
enfrenta la medicina actual. El avance de la enfermedad difiere ampliamente entre
personas, y en la mayoria de los casos comienza a manifestarse a partir de los 60
anos de edad, aunque existe un tipo de Alzheimer temprano cuya causa tiene un

componente genético (Lambert et al. 2009).
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Figura 1. Evolucion de los cambios neurofibrilares de la corteza en los diferentes
estadios de la enfermedad de Alzheimer (tincion inmunohistoquimica de la proteina
Tau). Imagen adaptada de Braak et al. (2006).



Patologicamente se caracteriza por la aparicion de ovillos neurofibrilares
intracelulares y depositos extracelulares de proteinas amiloides que contribuyen a la
formacion de placas seniles (Fig. 1). Durante el avance de la degeneracién se ha
observado una pérdida significativa de la inervacion colinérgica de la corteza
cerebral, sobre todo en las zonas del hipocampo y el neocortex. Asimismo, también
se ha descrito una disminucion de los niveles de actividad de la acetilcolintransferasa
(enzima que sintetiza el neurotransmisor acetilcolina -ACh-) y de acetilcolinesterasa
(hidroliza la acetilcolina) en comparaciéon con cerebros sanos. Esto se ha
correlacionado con la muerte de neuronas colinérgicas en zonas implicadas en

procesos de memoria y aprendizaje (revisado en Barage y Sonawane 2015).

1.1.2. Etiopatogenia

La etiopatogenia de la EA permanece practicamente desconocida un siglo después de
la primera descripcion de esta patologia neurodegenerativa. Aunque las
caracteristicas neuropatologicas de la EA se conocen, las complejidades subyacentes
del mecanismo aun no han sido claramente definidas. La falta de informacion acerca
del proceso patogénico es la razon de la ausencia de tratamientos efectivos que
puedan prevenir el avance de la enfermedad y sus etapas finales.

A pesar de la falta de informacion, existe consenso en que el deterioro selectivo del
sistema colinérgico en el prosencéfalo basal y sus areas de proyeccion es
determinante en el progresivo deterioro cognitivo en la EA. Una region importante
del prosencéfalo basal es el niicleo basal de Meynert (NBM) (revisado en Lun Liu et
al. 2015). Se trata de una region formada principalmente por neuronas colinérgicas
(50-75 % del total de sus células) caracterizada por constituir la principal inervacion
colinérgica del manto cortical, con proyecciones aferentes al cortex cerebral,
hipocampo, bulbo olfatorio y amigdala. La funcién colinérgica se considera vital en
la atencidn, la memoria y otros procesos cognitivos (Everitt y Robbins, 1997, Sarter
et al. 2005), y la patologia neuronal colinérgica, como la que tiene lugar en la EA, se
ve acompafiada de déficits cognitivos. Debido a la importancia de la funcion
colinérgica cortical en la creacion de nuevos recuerdos, se considera al NBM
implicado en procesos de atencion y memoria. Esta region sufre degeneracion en la

EA y es de las zonas mas tempranamente afectadas, y el nivel de atrofia de dicha



zona se encuentra bien correlacionado con el grado de pérdida cognitiva medido
objetivamente (Sankar et al. 2014).

A dia de hoy no se ha conseguido formular una hipoétesis integradora que haya
permitido el desarrollo de terapias efectivas. Las hipotesis que mas respaldo

cientifico presentan son la de proteinas tau, la de cascada amiloide y la colinérgica.

- La hipotesis tau afirma que la hiperfosforilacion de las proteinas tau da lugar a la
formacion de los ovillos neurofibrilares caracteristicos de la EA (Kopke et al.
1993), afectando al mantenimiento de la morfologia, transporte axonal, disfuncion
sinaptica y neurodegeneracion (Roy et al. 2005).

- La hipotesis de la cascada amiloide explica la degeneracion ocurrida en la EA por
la acumulacion anomala de placas de beta amiloides en diferentes zonas del
cerebro. Dicha acumulacion activaria una cascada que daria lugar a lesiones
neuriticas, ovillos neurofibrilares via proteinas tau, disfuncion neuronal y muerte
celular (Hardy y Higgins 1992).

- La hipétesis colinérgica establece que la causa de la EA es una reduccion en los
niveles de sintesis o disponibilidad de acetilcolina (neurotransmisor del sistema
colinérgico). Es la hipotesis en la que se basan la mayoria de los tratamientos
disponibles actualmente, y la que se ha tenido en cuenta para la realizacion de este
trabajo de investigacion.

En los pacientes de la EA se ha observado una disminucion en la actividad de la

acetilcolintransferasa y de acetilcolinesterasa en la corteza cerebral y en hipocampo,

asi como defectos en su transporte (Whitehouse er al. 1981). También se ha
observado una menor sintesis y liberacion de acetilcolina, asi como niveles mas
bajos de absorcion de colina. Estas observaciones permiten pensar que la
degeneracion de neuronas colinérgicas y la consiguiente pérdida de neurotransmision
colinérgica contribuyen de manera significativa al deterioro de la funcion cognitiva
en pacientes de EA, ya que existe correlacion entre el grado de degeneracion

observado en este tipo neuronal y el grado de demencia (Perry et al. 1978).

Durante las ultimas dos décadas de investigacion se han desarrollado diferentes

estrategias, tales como inhibidores de acetilcolinesterasa, precursores de colina, y

estimulacion colinérgica presinaptica y postsinaptica mediante agonistas



muscarinicos y nicotinicos. Los inhibidores de la acetilcolinesterasa han demostrado
tener efectos beneficiosos en los sintomas cognitivos, funcionales y de
comportamiento en la EA (Galimberti y Scarpini 2016).

Se desarrolld6 una segunda generacion de inhibidores tales como donepezilo,
rivastigmina y galantamina, que presentan menor numero de efectos secundarios,
vidas medias mas largas y una mayor eficacia. Desafortunadamente, los ensayos
clinicos basados en la administracion a largo plazo de inhibidores de
acetilcolinesterasa a pacientes con discapacidad cognitiva moderada no consiguieron
reducir o retrasar la aparicion de la EA, ademas de provocar efectos adversos a tener
en cuenta (Contestabile 2010).

Por lo tanto, se hace imprescindible una investigacion mas exhaustiva con el objetivo
de esclarecer los mecanismos subyacentes de la EA, asi como modelos animales que
simulen las caracteristicas fisiopatoldgicas y de comportamiento observadas en

humanos, y tratamientos eficaces que permitan predecirla, diagnosticarla y tratarla.

1.2. EL SISTEMA DE NEUROTRANSMISION COLINERGICO

El sistema colinérgico estd formado por las neuronas colinérgicas, que son capaces
de sintetizar y liberar el neurotransmisor acetilcolina. La acetilcolina es sintetizada
por la acetilcolintransferasa a partir de sus dos componentes (acetil-CoA y colina).
Se almacena en vesiculas en el terminal presinaptico de las neuronas colinérgicas y
es liberada tras la llegada del impulso nervioso. Una vez en la hendidura sinaptica, la
acetilcolina puede unirse a dos tipos de receptores: los receptores ionotropicos
nicotinicos y los receptores metabotropicos muscarinicos. Los receptores nicotinicos
estan compuestos de cinco subunidades que dan lugar a una estructura similar a un
canal i6nico. Los receptores muscarinicos pertenecen a la familia de receptores
transmembrana acoplados a proteinas G. La degradacion de la acetilcolina tiene lugar
en el terminal postsindptico mediante la acetilcolinesterasa (Tata et al. 2014). El
sistema colinérgico en las vias que parten del prosencéfalo basal modula los procesos
de memoria y aprendizaje, aunque existen otros sistemas que afectan a dichos

Procesos.



1.3. EL SISTEMA DE NEUROTRANSMISION CANNABINOIDE

El sistema de neurotransmision cannabinoide estd compuesto por dos tipos de
receptores (CB1 y CB2), sus ligandos endogenos (siendo la anandamida y el 2-
araquidonilglicerol los mas estudiados) y los enzimas que los sintetizan y degradan
(revisado en Lu y Mackie 2016). Los endocannabinoides son sintetizados a demanda
a partir de distintas fosfolipasas. Los receptores CB1 y CB2 son receptores
transmembrana acoplados a proteinas G de tipo inhibitorio. El receptor CB2 se
expresa fundamentalmente en las células del sistema inmune, mientras que el CB1 lo
hace tanto en el sistema nervioso central como en el periférico (Matias y Di Marzo
2007), expresandose en mayor medida en zonas como la corteza cerebral, el
hipocampo, el nucleo caudado-putamen y el cerebelo. Puede ser agonizado y
antagonizado por cannabinoides sintéticos. En esta investigacion se hizo uso del

compuesto SR141716A (Fig. 2), antagonista especifico de los receptores CBI1

(Rinaldi-Carmona et al. 1995)
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Figura 2. Estructura del antagonista especifico SR141716A. Imagen extraida de
Rinaldi-Carmona et al. (1995).

1.4. INTERACCION ENTRE LOS SISTEMAS CANNABINOIDE Y
COLINERGICO EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Hoy en dia existe gran cantidad de literatura que afirma que los agonistas
cannabinoides producen déficits potentes y especificos en la memoria de trabajo y a
corto plazo en roedores, y se considera mediado por activacion de receptores CB1 en
regiones relacionadas con la memoria. Existen indicios de que podria ser debido a
una reduccion en la liberacion de acetilcolina (hipofuncion colinérgica). Lichtman y
Martin (1996) demostraron que la administracién de dosis altas de A’-THC

provocaba un deterioro en la memoria de los roedores de manera dosisdependiente,



que fue revertido por el antagonista SR141716A (también de manera
dosisdependiente). En este sentido, la administracion cronica de dosis bajas de A’-
THC fue capaz de revertir el deterioro cognitivo asociado a la edad en ratones de 12
y 18 meses (Bilkei-Gorzo et al. 2017). Ademas, se ha observado que dosis bajas de
cannabinoides aumentan la liberacion de acetilcolina. Acquas et al. (2000)
demostraron que la administracion de dosis bajas de los agonistas cannabinoides
WIN 55,212.2 (10, 37,5, 75 y 150 pg/kg) y HU210 (1 y 4 pg/kg) provocaban un
aumento en la liberacion de acetilcolina en dializados de coértex prefrontal e
hipocampo. Asimismo, el aumento provocado por las concentraciones 150 y 4 pg/kg
de WIN 55,212.2 y HU210 respectivamente era revertido mediante el compuesto
SR141716A (2,5 ng/kg). Existe gran controversia en relacion al efecto que ejercen
los cannabinoides sobre la memoria. En el experimento realizado por Terranova et
al. (1996) una dosis de 1 mg/kg de SR141716A facilitaba la memoria olfativa a corto
plazo, y era parcialmente revertido por escopolamina. Estos estudios apoyan la
hipoétesis de la existencia de la interaccion entre ambos sistemas en el control de los

procesos de memoria y aprendizaje.

2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Como ya se ha descrito, el sistema colinérgico juega un papel determinante en los
procesos de aprendizaje y memoria que se ven afectados en la EA. Diversos estudios
relacionan alteraciones de la sefalizacion de los endocannabinoides con dicho
deterioro de las funciones cognitivas en la EA. Ademas se ha encontrado que los
compuestos cannabinoides ejercen diferentes efectos, desde aumentar la liberacion
de acetilcolina hasta producir dafios en la memoria y el aprendizaje dependiendo de

la dosis, la posologia, el test de comportamiento o la via de administracion utilizada.

Por todo ello, los objetivos de este estudio fueron:

- Validar un modelo experimental de lesion colinérgica en el prosencéfalo basal de
rata que refleje los déficits de memoria y aprendizaje observados en los pacientes
de EA.

- Evaluar el efecto del antagonista de receptores cannabinoides SR141716A a 0,5

mg/kg administrado intraperitonealmente (i.p.) en aprendizaje y memoria



mediante la utilizacion del test de laberinto de Barnes (LB) y la prueba de
evitacion pasiva (EP). Se analizaré la posible capacidad del tratamiento de revertir

los déficits cognitivos causados por la lesion.

3. MATERIALES Y METODOS
3.1. ANIMALES

El experimento se realizd en ratas macho de Sprague Dawley de aproximadamente
250 g de peso y 8 semanas de edad, las cuales disponian de comida y bebida ad
libitum. Todos los procedimientos realizados cumplian las directivas europeas
(European animal research laws (Directive 2010/63/EU), asi como espafiolas
(Spanish National Guidelines for Animal Experimentation (RD 53/2013, Law
32/2007). Los protocolos experimentales fueron aprobados por el Comité Etico de

Experimentacion Animal de la UPVEHU (CEEA 388/2014).

3.2. LESION CON 1921gG-SAPORINA

Las ratas se anestesiaron con una solucion de ketamina a 90 mg/kg y xylacina a 10
mg/kg en dos tandas: subcutdnea e intraperitoneal (50/50). Las operaciones se
realizaron colocando los animales en un aparato estereotaxico que mantenia su
cabeza en una posicion fija. La toxina se inyecto en el NBM (Fig. 3). Tomando como
punto de origen Bregma, se realizaron orificios en el craneo (1,5 mm anteroposterior,
+ 3 mm laterodorsal, - 8 mm ventral) mediante un trepanador acoplado a un

micromotor de 0,5-1 mm de diametro.
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Figura 3. Imagen esquematica representativa del lugar donde se realiza la lesién con
192IgG-Saporina. B: localizacion del nicleo basal de Meynert. Imagen extraida de
Manuel | (2010). Tesis doctoral.



A través de los agujeros se introdujo una microjeringa (Hamilton Co., Suiza) con un
diametro muy pequeio, para minimizar los dafios que pudieran producirse al
introducirla en el tejido. Las coordenadas utilizadas fueron calculadas con la ayuda
del Atlas de Paxinos y Watson (2014). Empleando una bomba de infusion (SP1001Z
Syringe Pump, WPI, EE.UU.) se introdujo en cada hemisferio 135 ng de toxina
192IgG-Saporina (SAP) disuelta en 1 pL de liquido cefalorraquideo (CSF), a una
velocidad de 0,25 pL/min. La SAP se acopla a un anticuerpo monoclonal que
reconoce el receptor de factores de crecimiento neuronal de baja afinidad (p75). Este
receptor abunda en la superficie de las neuronas colinérgicas del NBM, y la union al
receptor internaliza la toxina. Una vez dentro, la proteina produce la inactivacion de
los ribosomas, deteniendo la maquinaria de sintesis de proteinas y provocando la
muerte celular (Wiley et al. 1991).

Posteriormente, se inyectaron 2,25 mg/kg de oxitetraciclina (antibiotico de amplio
espectro) para evitar infecciones. Son necesarios 7 dias para que la lesion se
estabilice. Finalmente, se evalud la capacidad de aprendizaje mediante el test de

laberinto de Barnes y la prueba de evitacion pasiva.

3.3. TEST DE LABERINTO DE BARNES (LB)

El LB consiste en un plataforma circular blanca de 130 cm de diametro que presenta
20 agujeros idénticos de 10 cm de diametro y equidistantes entre si (7,5 cm), situados
a 4 cm del borde a una altura de 1 metro. A cada animal se le asigné un agujero
determinado (diana). Dicho agujero sera el inico que permanezca abierto durante el
experimento, bajo el cual se colocd un recipiente negro (caja de salida) donde entrara
el animal. No se hizo uso de ningin procedimiento aversivo, salvo el empleo de
iluminaciéon mediante focos, valiéndose de la preferencia de las ratas por los lugares
cerrados y oscuros. En cada una de las paredes de la habitacion se coloco una figura
con una forma geométrica diferente que el animal pudiera emplear como estimulo
visual. Los ensayos se grabaron desde el punto de vista apical mediante una cadmara
conectada a un ordenador, empleando el programa Smart 3.0. Se contabilizé que el

animal habia encontrado su agujero una vez introducia la cabeza en él.



Figura 4. Plataforma del laberinto de Barnes. En la imagen se aprecian los agujeros de

escape, la caja de inicio y una cartulina para la orientacion espacial del animal.

3.3.1. Procedimiento

3.3.1.1. Habituacion

El primer contacto del animal con el laberinto de Barnes consistid en la habituacion.
Se colocé al animal en el centro del laberinto y se le permitid moverse libremente
por la superficie. Al cabo de un tiempo, se le guid6 de manera tranquila hacia su
agujero correspondiente.

3.3.1.2. Entrenamientos

Para llevar a cabo los entrenamientos (E) se colocd al animal en el centro del
laberinto tapado con un recipiente opaco (caja de inicio) durante 1 minuto. Se
levant6 la caja de inicio y el investigador se alejo para no interferir. Se detuvo el
entrenamiento cuando la rata encontré su agujero diana. El animal se dejé durante
otro minuto en la caja de salida, tras lo cual se le depositd cuidadosamente en su
jaula. El tiempo de corte fue de 180 segundos, de manera que si el animal no fue
capaz de encontrar su agujero en dicho tiempo limite se consideré que no habia
entrado. Una vez finalizado cada intento, se limpiaron minuciosamente la superficie
del LB y los compartimentos con una solucion de alcohol al 10 % para disipar
cualquier olor remanente que pudiera ser detectado por otras ratas y alterar los

resultados. El aprendizaje consistio en cuatro entrenamientos cada dia (separados 15



10

minutos entre si) durante cuatro dias. En esta fase del aprendizaje se evalud el tiempo
empleado por cada animal en encontrar su agujero diana. Latencia (s).

3.3.1.3. Prueba

El quinto dia se realizo la prueba, que consistid en dejar al animal durante 180
segundos encima del laberinto. En esta fase todos los agujeros permaneceran
cerrados. Para el analisis de datos el LB se dividido en cuatro cuadrantes: diana,
positivo, negativo y opuesto (Fig. 5). El dia de la prueba se midio el tiempo que el

animal pasa en el cuadrante diana. Tiempo en cuadrante (s).

Figura 5. Division en cuadrantes del tablero del laberinto de Barnes para el analisis de

datos en la prueba de aprendizaje.

3.4. PRUEBA DE EVITACION PASIVA (EP)

El aparato de EP (Panlab, S.L., Espafia) consiste en dos compartimentos de diferente
tamafo y color unidos por una puerta de tipo guillotina (Fig. 6). El compartimento de
mayor tamafio tiene unas dimensiones de 31x31x24 cm, mientras que el de menor
tamafio de 19,5x10,8x12 cm. El suelo de este aparato esta constituido por barras de

metal capaces de conducir la electricidad.
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Figura 6. Aparato para la realizaciéon del test de evitacion pasiva. Pueden apreciarse
los dos compartimentos, asi como el dispositivo de control y el encargado de

suministrar la descarga eléctrica. Imagen extraida de Manuel | (2010). Tesis doctoral.

3.4.1. Procedimiento

La prueba cognitiva constd de una sesién de entrenamiento y de la prueba de
retencion 24 horas después.

3.4.1.1. Entrenamiento

El animal se colocé en el compartimento de color blanco permitiendo que lo
inspeccionara. A los 30 segundos, se abri6 la puerta y el animal pas6 al
compartimento oscuro, ya que los roedores tienen preferencia por los lugares oscuros
y cerrados. El paso del animal al compartimento oscuro provoco el cierre de la puerta
de entrada y que la rata recibiera un estimulo aversivo a modo de leve descarga
eléctrica en las patas (0,4 mA, 2 s). Después de 10 segundos, se retir6 al animal de

este compartimento y se deposito en su jaula.

3.4.1.2. Prueba

Se siguid el mismo protocolo que en la sesion de entrenamiento, estableciéndose un
tiempo de latencia maximo de 300 s, de manera que si el animal no entr6 al
compartimento oscuro en dicho tiempo limite se considerd que recordaba el estimulo
aversivo. En la prueba se evaluo el denominado porcentaje de supervivencia; este

parametro nos indica el porcentaje de ratas que recuerda el estimulo aversivo.
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3.5. PAUTA DE TRATAMIENTO

3.5.1 Grupos de tratamiento

12

Los animales empleados en la investigacion se dividieron en tres grupos (n=9):

control (C), lesionado (L) y lesionado tratado (LT). Durante la operacion, al grupo

control se le administr6 CSF, mientras que a los dos grupos restantes se les

administr6 la toxina SAP. Ademas, a los animales del grupo lesionado tratado se les

realizd un tratamiento con 5 dosis del antagonista cannabinoide del receptor CBI,

SR141716A, una hora antes de cada entrenamiento del LB. La administracion se

realizd ip. a una concentracion de 0,5 mg/kg en 5 mL/kg disuelto en

Kolliphor:DMSO:salino 1:1:18 de vehiculo. Al grupo control y al grupo lesionado no

se les administro vehiculo, ya que en experimentos anteriores realizados por este

grupo de investigacion se comprobd que no presenta ningun efecto.

Dia 0 Dia 7 Dia 8 Dia 9 Dia 10 Dia 11 Dia 12
4 Y4 Y4 N N[ N NN 3
Operacion :: :; :.’;:' ::: Prucba LB
'SF “ ‘ ‘ ‘ ‘ntre tonts Prueba EP
(CSF) E3 E7 E11 E1S 13 mru:.l:mnl»
E4 ES El12 El6
. VAN VAN J L V. VAN VAN W,
( Y4 NN N N[ N[ Y4 N
7 ¥ > 3
Y '.'l ':S |-.0 =l Prucba LB
Operacion E2 E6 E10 El4 Entrenamientol Prucha EP
(SAP) E3 E7 Ell E1S EpP
E4 ES El12 El6
. J J\ VAN J VAN VAN J
A (\lhmm\lnu‘mm (\(Imun\n.umm (\lllllllll\ll.“lum (\clnnm\ll.nn-m (\dunm\lu.u-p (\(lnunnll,ltlum
‘)')(‘l'zl\'il‘lll SRI41TI6A SRI4ITI6AN SR141716A SRI41TI6A SRI41T16A SRI4ITI6A
(SAP) El ES E9 E13 Prucba LB
E2 E6 E10 El4 o , ,
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. S \L E4 VAN E8 J El2 J E16 J L 7 L J

Figura 7. Pautas de tratamiento de los diferentes grupos. E: entrenamiento. C: grupo

control.

L:

cefalorraquideo. SAP: toxina

grupo

evitacion pasiva.

lesionado.

192

LT:
IgG-Saporina. LB: laberinto de Barnes. EP: prueba de

grupo

lesionado

tratado.

CSF:
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3.6 ANALISIS ESTADISTICO

Los animales se grabaron empleando el software Smart 3.0 desarrollado por la
compaiia Harvard Apparatus. Tras comprobar que los datos extraidos del estudio
seguian una distribucion normal, fueron sometidos a un andlisis de varianza
(ANOVA). Una vez comprobado que los datos eran paramétricos, se llevo a cabo el
postest Bonferroni, que permite realizar comparaciones entre medias de diferentes
grupos. En el caso del test de evitacion pasiva, el test llevado a cabo fue el Log rank
(Mantel-Cox), que permite contrastar las funciones de supervivencia de dos

poblaciones distintas.

4. RESULTADOS

4.1. LATENCIA DE LOS ENTRENAMIENTOS

Como se ha comentado en el LB, se midi6 el tiempo que requiere cada animal para
encontrar su agujero diana con el objetivo de evaluar la memoria de trabajo y la

memoria espacial.
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Figura 8. Representacion grafica del tiempo medio empleado (en segundos) por los
distintos grupos en encontrar su agujero diana a lo largo de los 16 entrenamientos
durante 4 dias. C: control. L: lesionada. LT: lesionada tratada. *: control vs lesionada.
#: lesionada vs lesionada tratada. *p<0,05, **p<0,01, #p<0,05.
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4.2. LATENCIA DEL ENTRENAMIENTO 1

El Entrenamiento 1 (Fig. 9) muestra diferentes comportamientos con respecto a la
primera exposicion al test. Las ratas control tardan 36,6 &+ 3,9 s en encontrar la diana,
de manera que recuerdan la habituacion recibida. Por el contrario, las ratas
lesionadas requieren un tiempo de 79,4 + 14,3 s, lo que indica que no recuerdan la
habituacion. En el caso de las lesionadas tratadas el tratamiento conlleva una ligera
recuperacion del déficit observado en el comportamiento de las lesionadas (52,9 +

9,6 s), ya que la diferencia deja de ser significativa.

Latencia Entrenamiento 1

1001

Latencia (s)

LT

Figura 9. Arriba: tiempo empleado (en segundos) por los distintos grupos en el
Entrenamiento 1 en encontrar el agujero diana. C: control. L: lesionada. LT: lesionada
tratada. *: control vs lesionada. *p<0,05. Abajo: trayectoria descrita hasta encontrar el
agujero diana por un sujeto representativo de cada grupo. Azul: control. Rojo:

lesionada. Verde: lesionada tratada.

4.3. LATENCIA DEL ENTRENAMIENTO 13
En el caso del E13, el tiempo requerido por las ratas control fue 7,4 £ 1,1 s, de
manera que recuerdan los entrenamientos. Las ratas lesionadas necesitaron 14,8 + 2,6

s en encontrar la diana, por lo que el efecto de los 12 entrenamientos previos en la
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memoria de este grupo no fue tan satisfactorio como para el grupo control. Las ratas
lesionadas tratadas tardaron 8 + 0,6 s, de manera que recordaron la posicion de su
agujero diana. Por tanto, en el E13 el tratamiento fue capaz de revertir el déficit
cognitivo producido por la lesion. Las trayectorias descritas por los tres grupos
fueron mas directas que las observadas en el E1, de manera que las ratas recordaron

lo aprendido en los entrenamientos (memoria de trabajo).
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Figura 10. Arriba: tiempo empleado (en segundos) por los distintos grupos en el
Entrenamiento 13 en encontrar el agujero diana. C: control. L: lesionada. LT:
lesionada tratada. *: control vs lesionada. #: lesionada vs lesionada tratada. *p<0,05,
#p<0,05. Abajo: trayectoria descrita hasta encontrar el agujero diana por un sujeto
representativo de cada grupo. Azul: control. Rojo: lesionada. Verde: lesionada

tratada.
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4.4. PRUEBA DEL LABERINTO DE BARNES

En la prueba del laberinto de Barnes se midio el tiempo que los animales pasaban en
cada uno de los cuadrantes (Fig. 5) para analizar su memoria tras los entrenamientos.
El grupo control paso 89,1 + 6,7 s sobre el cuadrante diana, por lo que recuerdan la
posicion de su agujero, mientras que el grupo lesionado no fue capaz (45,4 + 6,6 s).
Las ratas lesionadas tratadas estuvieron 65,2 + 3,7 s sobre el cuadrante diana. El
analisis estadistico de los datos mostr6 diferencias significativas entre el grupo
control y lesionado, asi como entre el control y el lesionado tratado. A pesar de que
el tratamiento no fue capaz de revertir en su totalidad los efectos negativos
producidos por la lesion, si provocod una tendencia a la mejora, indicando un ligero

efecto del tratamiento sobre la memoria en el test de LB.

PRUEBA DEL LABERINTO DE BARNES
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Figura 11. Tiempo dedicado (en segundos) por los distintos grupos en el cuadrante
diana durante la prueba del laberinto de Barnes. C: control. L: lesionada. LT:
lesionada tratada. ***: control vs lesionada. *: control vs lesionada tratada. *p<0,05,
***p<0,001.

4.5. PRUEBA DE EVITACION PASIVA

En la prueba de evitacion pasiva se analiz6 el porcentaje de animales que recordo el
estimulo aversivo. Para ello se contabilizdo el nimero de ratas que accedieron al
compartimento oscuro, indicativo de déficit de memoria al no recordar dicho

estimulo.
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Durante la prueba de evitacion pasiva (Fig. 12), el 77 % de los controles; el 22 % de
lesionados; y el 11 % de lesionados tratados no entrd al compartimento oscuro. En
este caso, el tratamiento con SR141716A no provocod una tendencia a mejorar el

déficit producido por la lesion, a diferencia lo observado en el LB.
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Figura 12. Representacion de la curva de supervivencia de la prueba de evitaciéon
pasiva. C: control. L: lesionada. LT: lesionada tratada. *(rojo): control vs lesionada.

*(verde): control vs lesionada tratada. *p<0,05.

5. DISCUSION

La existencia de la hipersensibilidad del sistema cannabinoide en pacientes con EA
(Manuel et al. 2014), ademas de lo descrito en trabajos previos, llevo a la hipdtesis
de que usar un antagonista cannabinoide podria utilizarse como tratamiento para la
mejora de la memoria. En el presente estudio se ha evaluado el efecto del antagonista
cannabinoide, SR141716A, sobre la memoria y el aprendizaje de ratas lesionadas
mediante la toxina 192IgG-saporina como modelos de simulacion de los efectos de
déficit cognitivo observados en pacientes de EA. La administracion del SR141716A
parece producir una reversion del déficit mostrado por las ratas lesionadas en los
resultados obtenidos en el test de comportamiento del laberinto de Barnes, pero no en
el de evitacion pasiva.

El primer resultado significativo se encuentra en la latencia del E1. El mayor tiempo

requerido por los animales lesionados podria deberse a un estado de ansiedad
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provocado por la muerte de las neuronas colinérgicas y el proceso de la operacion.
Harkany et al. (2001) lesionaron las neuronas colinérgicas del NBM de ratas y
observaron niveles de ansiedad aparente mayores que las ratas control. Ademas, la
operacion sin administracion de la toxina también causo niveles de comportamiento
tipo ansioso, aunque no de manera significativa. Navarro et al. (1997) observaron
niveles de comportamiento ansioso superiores en ratas tras la administracion de dosis
altas de SR141716A. Por lo tanto, como existe una dosisdependencia en los efectos
de la administracion de antagonistas cannabinoides (Tzavara et al. 2003), el efecto
ansiolitico provocado por nuestro tratamiento podria deberse al empleo de dosis
bajas.

El comportamiento observado en el E13 demuestra que las ratas lesionadas presentan
un déficit cognitivo, por lo que se infiere que no han sido capaces de retener la
memoria de trabajo durante los entrenamientos. El tratamiento realizado con el
antagonista cannabinoide consigue que una rata lesionada se comporte
aparentemente como una rata control. Este hecho podria ser debido a que el
SR141716A podria tener la capacidad de producir mejoras en la memoria de ratas.
En el experimento realizado por Terranova et al. (1996), la inyeccion subcutanea de
1 mg/kg de SR141716A produjo mejoras en la memoria a corto plazo. Lichtman
(2000) observo que la administracion i.p. de SR141716A veinte minutos antes de los
entrenamientos reducia el nimero de errores cometidos por los animales. Estos
resultados contrastan con otros estudios en la literatura. Wolff y Leander (2003)
observaron una mejora al administrar el SR141716A después de la prueba, y
Takahashi et al. (2005) al suministrarlo tras los entrenamientos. Por lo tanto, la
posologia parece tener un papel decisivo en los resultados. En otro experimento de
dicha investigacion, el grupo de Takahashi realz6 un modelo de bloqueo
farmacologico muscarinico con escopolamina (1 mg/kg), que en estudios previos
produjo déficit de memoria en el test de laberinto elevado (ETM) (De-mello y
Carobrez, 2002). La administracion de SR141716A (1 mg/kg) veinte minutos antes
de los entrenamientos produjo una reversion total de dicho deterioro cognitivo, por lo
que parece ser primordial que exista un bloqueo colinérgico para que se produzcan

mejoras. Estos resultados apoyan los obtenidos en nuestra investigacion.
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No obstante, también existen investigaciones donde el SR141716A produjo déficits
en la memoria, o no tuvo efecto alguno. En el experimento llevado a cabo por
Robinson et al. (2007), la administracion intraperitoneal de SR141716A (3 mg/kg)
treinta minutos antes de los entrenamientos provocd un empeoramiento del
aprendizaje espacial en los animales. Sin embargo, este deterioro era inhibido cuando
los animales recibian un preentrenamiento, de modo similar al realizado en el
presente trabajo. Las diferencias en los resultados obtenidos podrian deberse a la
utilizacion de un test de comportamiento diferente (laberinto de Morris). Dicho test
provocaria unos niveles de ansiedad en los animales mayores a los esperados en el
laberinto de Barnes, pudiendo influir en los resultados obtenidos.

Una posible explicacion de la mejora provocada por el SR141716A en el E13 podria
ser un aumento de ACh ocasionada por el bloqueo de los receptores cannabinoides
de tipo 1 (CBI). En la literatura se pueden encontrar articulos que respaldan un
aumento en la liberacion de ACh a causa del SR141716A, que podria facilitar las
sinapsis neuronales y ser la causa de las mejoras en la memoria y el aprendizaje. En
el experimento realizado por Gifford y Ashby (1996), el SR141716A duplicaba los
niveles de ACh liberada por estimulacion eléctrica en muestras de hipocampo.
Asimismo, la administracion intraperitoneal de SR141716A a 1 y 3 mg/kg se habia
descrito que aumentaba la liberacion de ACh en el hipocampo, aunque no a 0,1
mg/kg (Gessa et al. 1998). También se habia comprobado que existia una relacion
dosisdependiente entre la cantidad de SR141716A administrado y el aumento en la
liberacion de ACh (Degroot et al. 2006).

En los resultados anteriores se analizaba la memoria asociada a los procesos de
aprendizaje. A continuacion se examinara la memoria a largo plazo en la prueba del
LB. Las ratas control pasan la mayor parte del tiempo sobre el cuadrante diana, lo
cual demuestra que recuerdan correctamente la posicion de su agujero. Por el
contrario, las ratas lesionadas no son capaces de recordar los entrenamientos previos,
mostrando un déficit cognitivo en la memoria a largo plazo. En el caso de las ratas
lesionadas tratadas, el tratamiento no es capaz de revertir en su totalidad los efectos
cognitivos producidos por la lesion, pero se observa una tendencia a mejorar. El
comportamiento de los grupos control y lesionado tratado fue diferente durante la

prueba. En el caso de los controles, las ratas permanecian en la posicion donde



20

recordaban su agujero, a pesar de que éste estaba cerrado. Las ratas lesionadas
tratadas se dirigian hacia su agujero, pero al no encontrarlo seguian buscando. Esta
falta de insistencia de las ratas lesionadas tratadas podria deberse a una habituacion
al proceso del LB. La memoria a largo plazo no asociativa se refiere al
comportamiento aprendido por exposicion repetida a un estimulo (revisado en
Camina y Giiell 2017). La repeticion de un estimulo puede conllevar una reduccion
en la respuesta a dicho estimulo, conocida como habituacion. La habituacion puede
deberse a un proceso de depresion sindptica como resultado de una activacion
repetida, pudiendo estar causado por la administracién del SR141716A.

Los resultados refutan la hipdtesis de que la administracion del SR141716A produce
una reversion de los efectos de la toxina. Aunque el tratamiento no consigue retornar
hasta los niveles del grupo control, existe una leve mejora en las ratas lesionadas.

La prueba de EP evaltia la memoria asociada a un estimulo aversivo. Una rata no
manipulada recuerda dicho estimulo y no atraviesa la compuerta. En el caso de las
ratas control, el 77 % no entré al compartimento pequefo. Podria esperarse que
ninguna de ellas lo hiciera, al no haberles provocado un deterioro cognitivo. Sin
embargo, aunque se les administr6 CSF (que no produce muerte celular), la
operacion y la insercion de la aguja en el cerebro podria explicar esos déficits
cognitivos en las ratas control en comparacion con ratas no manipuladas.

Las ratas lesionadas no recuerdan el estimulo aversivo al que fueron sometidas el dia
anterior y cruzan la compuerta. En este caso, el tratamiento con SR141716A no
produjo ningun efecto. Las diferencias entre los mecanismos subyacentes de
almacenamiento de la memoria asociativa y la memoria de trabajo podrian explicar

la ausencia de mejora en la realizacidon de esta prueba.

5.1. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

Los resultados obtenidos en este estudio deben corroborarse con nuevos resultados
experimentales. Se ha conseguido un modelo animal que refleja algunos de los
comportamientos de aprendizaje y memoria observados en pacientes con
enfermedad de Alzheimer. Ademads, se han obtenido indicios de posibles efectos

positivos en la memoria y el aprendizaje de las ratas lesionadas a causa de la

administraciéon de SR141716A.
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No cabe duda de que atn hacen falta un gran niimero de estudios para esclarecer los
mecanismos subyacentes de las enfermedades neurodegenerativas, como el
Alzheimer. Sin embargo, la modulacion del sistema cannabinoide es una posible
diana terapéutica para la obtencion de tratamientos que logren al menos retrasar el

deterioro cognitivo caracteristico de esta enfermedad.
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7. ANEXOS

7.1. ABREVIATURAS EMPLEADAS
ACh = Acetilcolina.

C = Rata Control.

CSF = Liquido cefalorraquideo.

EA = Enfermedad de Alzheimer.

EP = Prueba de evitacion pasiva.

ETM = Test de laberinto elevado.

1.p.= Via intraperitoneal.

L = Rata lesionada con saporina.

LB = Laberinto de Barnes.

LT = Rata lesionada con saporina tratada con SR141716A.

NBM = Nucleo basal de Meynert.
SAP = 1921gG-Saporina.
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