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RESUMEN

Resumen

La enfermedad de Alzheimer (EA) se caracteriza por reduccion de las
funciones cognitivas, la cual se explicaria por un aumento de muerte neuronal.
Sin embargo, cambios estructurales en particular reduccion de sinapsis son
descritos actualmente como los mecanismos que causan pérdidas cognitivas.
Cerebros de individuos con EA muestran abundante presencia de depdsitos
proteicos. Los cuales son de dos tipos; 1) depdsitos extracelulares denominados
placas seniles, los cuales estan formados por agregados insolubles del péptido
B-amiloide (agregados AB) y 2) depdsitos intracelulares conocidos como ovillos
neurofibrilares.

Cambios estructurales, como la reduccion de las sinapsis, han sido
considerados el mecanismo principal como el péptido AR genera pérdida de
funciones cognitivas. Recientemente, otros resultados han indicado
desconexioén sinaptica como una explicacion de las modificaciones cognitivas en
gue la EA. Esta idea, esta basada en cambios morfologicos en los botones
sinapticos, alteraciones de proteinas sinapticas y depdsito de agregados en la
sinapsis, causados por agregados del péptido soluble (oligomeros, protofibras y
otros). Sin embargo, no existen estudios electrofisiolégicos a nivel celular
basicos que fundamenten esta idea. Basado en lo anterior, se propone evaluar el
efecto, de una mezcla de especies de agregados solubles formadas por
estructuras complejas como protofibras, fibras cortas y otras estructuras del
péptido ABi40, que denominamos como ‘“agregados AB” sobre la actividad
sinaptica de cultivos primarios de hipocampo de raton. Los cultivos fueron
expuestos a concentraciones crecientes de agregados del péptido Ap (0.05 pM —
10 uM), en condiciones agudas (30 minutos) y cronicas (24 hrs). Nuestros
resultados muestran que los agregados AB (0.5 uM) no causan alteraciones ni
en la morfologia, ni en la viabilidad neuronal. Sin embargo, se encontré una
disminuciéon de la frecuencia (control: 1.7 + 0.2 Hz; 0.5 uM AB: 0.3 = 0.04 Hz),
pero no la amplitud (61 + 9 pA vs 59 £ 10 pA) de eventos sinapticos espontaneos
(GABAA y AMPA). Esto se acompafio con una disminucion en: 1) el nimero de
transitorias de calcio (control: 2.4 Hz X 103; 0.5 yM AB: 0.9 Hz X 103); 2) el
numero de puntas fluorescente de SV-2 (un marcador de vesiculas sinapticas);
3) el niumero de sitios activos de liberacidon de vesiculas observados con FM1-43
0 AM 1-43; y 4) el nimero de vesiculas por area (control: 50 + 2.5 Ves/um?; 0.5
UM AB: 21 + 1.2 Ves/um?). Interesantemente, el andlisis del efecto de los
agregados AR sobre la frecuencia de eventos sinapticos, se ajustaron a una
curva del tipo sigmoide (ICso 0.06 + 0.02 puM). Estos datos sugieren que los
efectos de los agregados del péptido AP bajo las condiciones estudiadas de
concentracion y tiempo son de caracter presinaptico sin excluir un efecto
postsindptico a concentraciones mas altas (1-10 uM) o a tiempos mas largos de
incubacion. Concordante con esta idea, al analizar el efecto de los agregados AR
sobre corrientes evocadas para los receptores postsinapticos, los receptores
GABA mostraron un significativo cambio en amplitud de las corrientes (control:
33 + 3 pA/lpF; 0.5 uM AB: 43 = 2 pA/pF). Adicionalmente, encontramos que
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eventos sinapticos aislados GABA o AMPA, no presentaron cambios
significativos en la amplitud, por incubacién por 24 hrs con agregados Ap.

También estudiamos, los efectos de los agregados AB al ser aplicados
agudamente. Nuestros experimentos demostraron que en estas condiciones, los
agregados AB aumentan la actividad sinaptica (1.7 + 0.3 a 4.1 + 1.2 Hz), la
frecuencia de transitorias de calcio (control: 2.4 Hz X 103 0.5 uM AB: 3.2Hz X
103%) y la liberacion de vesiculas sinapticas. Estos antecedentes sugieren que las
alteraciones observadas en la presencia crénica (24 hrs) de los agregados AR
serian secundarias a su accion aguda, al alterar el nimero de vesiculas a ser
liberadas y por lo tanto la reduccién de la actividad sinaptica. Interesantemente,
encontramos que los cambios agudos y cronicos inducidos por los agregados
AB, dependen del calcio extracelular. La ausencia de calcio, bloqueo el efecto
delos agregados AR en la frecuencia de transitorias de calcio (0.5 pM Ap/sin
calcio, 1.4 + 0.3 Hz). Ademas, la incubacién con los agregados aumento la
concentracion del calcio intracelular en las neuronas (control: Ca;*? 600 + 24 nM;
0.5 uM AB: Cai*? 1620 + 35 nM). Ademas, al usar inhibidores no especificos de
canales de calcio (cadmio o rojo rutenio) los efectos de los agregados AR fueron
bloqueados (control: 1.7 £ 0.2 Hz; 0.5 uM AB: 4.2 + 0.7 Hz; 0.5 pM AB/20 uM
cadmio: 0.9 £ 0.03 Hz; 0.5 uM AB/1 pM R.R.: 1.4 £ 0.4 Hz). Sin embargo, el uso
de bloqueadores mas especificos de canales de calcio o de receptores ligando,
activado como NMDA o AMPA no lograron revertir estos efectos, indicando un
mecanismo distinto para la entrada de calcio a las neuronas. Interesantemente,
al utilizar un péptido (Na7) disefiado para bloquear cambios en la conductancia
de membranas, asociados al poro amiloide, encontramos un completo bloqueo
de los efectos de los agregados del péptido B-amilode (control: 1.6 + 0.1; 0.5 uM
AB: 0.1 +£0.04; 0.5 uM AB/ 100 uM Na7: 1.7 £ 0.1 Hz)

Los resultados obtenidos en esta tesis indican que los agregados AP
modifican la transmision sinaptica. La aplicacion aguda de péptidos $-amiloide, a
concentraciones  subtdxicas, aumenta la transmisibn  sinaptica |y
secundariamente la inhibe con aplicaciones prolongadas. El efecto fue
principalmente en la transmision glutamatergica (AMPA), a través de un
mecanismo presinaptico. Los efectos tempranos y tardios fueron dependientes
de la entrada de calcio, por un mecanismo que sugiere la interaccion de los
agregados AB con la membrana neuronal, Asi, estos resultados sugieren que las
alteraciones de la conectividad neuronal, secundarios a la alteracion de la
actividad sinaptica espontanea podrian ser responsables de las alteraciones
cognitivas en pacientes con la enfermedad de Alzheimer.
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