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.Prefacio -

Papers para todos es una revista de divul-
gacion que tiene el propésito de vincular
la ciencia con las personas de la sociedad y
motivar el interés por la ciencia de manera
universal e inclusiva, especialmente como
una contribucién a la ensefianza de la cien-

cia en colegios.

Con el objetivo de que este material llegue
a un publico mds amplio desarrollamos un
audiolibro para personas en situacién de disca-
pacidad visual. Las investigaciones cientificas
incluidas en este libro fueron realizadas en el
Instituto de Neurociencia Biomédica (BNI) de
la Facultad de Medicina de la Universidad de
Chile. Este proyecto fue realizado gracias a la
conformacién de un equipo multidisciplinario,
que incluyé docentes, ilustradores, investigado-
res e investigadoras y personas en situacion de
discapacidad visual. Esperamos que contribuya
a acercar la ciencia hecha en Chile a la comuni-

dad en general.
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Glosario

Reticulo
endoplasmdtico
(RE): es un organelo
celular, que forma una
red de estructuras
parecidas a bolsas y
tubos, que se encuentra
en el citoplasma, cuya
superficie exterior
puede ser lisa o
rugosa. El RE rugoso
tiene ribosomas en

su superficie y es

el lugar donde se
sintetiza alrededor

del 30% de todas

las proteinas de una
célula. En el RE liso
es donde se sintetizan
lipidos y carbohidratos

(aziicares).

Citoplasma:
corresponde a la parte
interior de la célula
entre la membrana
plasmadtica y el niicleo,
estd compuesta por
agua, sales, diversas
moléculas orgdnicas y
donde se encuentran
los organelos como las

mitocondrias.

Papers para todos

1. Introduccion

¢Desearias vivir muchos aiios? si
asi fuese, ;te gustaria conservar
todos tus recuerdos? La mayoria
de nosotros tiene grandes expectati-
vas en los avances que la medicina
ofrece hoy en dia. Sin embargo, el
aumento en la esperanza de vida se
ve acompafiado de un deterioro en el
funcionamiento del cerebro, como por
ejemplo, la pérdida de memoria que se
observa en la enfermedad de Alzhei-
mer (EA). Pero ;qué tan frecuente es
esta enfermedad?, en la actualidad 1 de
cada 10 personas sobre los 65 afios ha
sido diagnosticado con Alzheimer, y
esta probabilidad aumenta con los afios
(datos obtenidos de Alzheimer ‘s Asso-
ciation). En Chile, aproximadamente el
1% de la poblacién presenta algtin tipo
de demencia y se ha descrito que tanto
la edad avanzada como los estilos de
vida poco saludables favorecen que se
desarrolle este deterioro cerebral pro-
gresivo.

(Qué sintomas caracterizan la enfer-
medad? La EA es neurodegenerativa,
es decir, mueren las células nerviosas
del cerebro, llamadas neuronas. Entre
los sintomas més conocidos estd la pér-
dida de memoria y la alteracién de la
orientacién espacial (1).

cCudles son las causas de la enferme-
dad? Estudios cientificos han descrito
que ciertas proteinas del cerebro no
trabajan de forma normal y afectarian
el funcionamiento de las neuronas. Es-
tas protefnas, que son tdxicas para las
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neuronas, en realidad son fragmen-
tos de proteina, o péptidos, conocidos
como oligomeros beta-amiloide (OBAs)
(2, 3). Los OpAs provocan un proceso
llamado “estrés oxidativo”, causado por
un aumento de las especies reactivas de
oxigeno (EROs), el cual ya no es repa-
rable por las neuronas del hipocampo,
la regién del cerebro responsable de la
memoria, afectando asi mecanismos
claves para la memoria y la orientacién
espacial @-7).

Uno de estos mecanismos claves
es el desequilibrio del i6n calcio
dentro de la célula. En la membra-
na del reticulo endoplasmidtico
existe una proteina, llamada canal
receptor de rianodina (RyR), que
tiene como funcién regular el paso
del ion calcio desde el interior de
este organelo al citoplasma (8, 9).
Cuando RyR es modificado por los
EROs, cambia la frecuencia con la
cual este canal permite la salida
descontrolada de calcio al citoplas-
ma, generando un impacto negati-
vo en las neuronas que permiten
el acceso a las memorias y la for-
macion de éstas, que incluso puede
inducir la muerte neuronal (10-12).

La buena noticia es que diferentes
grupos de cientificos y cientificas se
encuentran en la busqueda de dife-
rentes formas de prevenir y de tratar
la EA. En las tltimas décadas, surgi6
la idea de que los antioxidantes po-
drian ser buenos candidatos terapéu-
ticos para prevenir y/o enlentecer el
desarrollo de la enfermedad (13). De-



bido a que los efectos de los OBAs no
han sido estudiados en modelos ani-
males, en este trabajo se investigé si
la inyeccién de OBAs en el hipocam-
po de ratas, la regién del cerebro que
es requerida para la formacién de
nuevas memorias, afecta la orienta-
cién espacial debido al cambio de las
sefiales de calcio. Adicionalmente,
se evalud si una dieta con el antioxi-
dante N-acetilcisteina (NAC) puede
evitar los efectos causados por los
OpPAs, previniendo asi la EA.

2. Métodos
Animales

Se utilizaron ratas macho jéve-
nes de 7 semanas de edad entre
150 y 170 gramos de la cepa Spra-
gue-Dawley del Centro de Cuidado
Animal de la Facultad de Medici-
na, Universidad de Chile. Las ratas
fueron cuidadas individualmente
en un entorno controlado con un
ciclo de luz-oscuridad de 12 horas
a 21-23 grados celsius, con comida
y agua a libre demanda. Los pro-
tocolos experimentales utilizados
fueron aprobados por el Comité de
Bioética en Investigaciéon Animal,
Facultad de Medicina, Universidad
de Chile.

Cirugias para implantar cdnulas
cerebrales para la inyeccion de
OPBAs en el hipocampo.

Para estudiar la EA en modelos
animales como las ratas que no la
desarrollan naturalmente, es ne-

cesario simular la enfermedad. En
este caso particular se utilizaron
fragmentos de OPAs, los cuales se
inyectaron a través de cdnulas en
los hipocampos de ratas jévenes.
Como condicién control se inyect6
solucién salina. Con este objetivo
se realizé una cirugia y se siguie-
ron coordenadas especificas para
lograr instalar cdnulas que per-
mitan llegar a este tejido. Durante
tres dias consecutivos, posterior a
la cirugia de canulacién, se admi-
nistraron medicamentos para evi-
tar algtn tipo de infeccién o infla-
macion. El tiempo de recuperacién
de las ratas fue de 7 dias antes de
iniciar las sesiones de pre-entrena-
miento y pruebas conductuales.

Alimentacion con NAC

Se suministré por medio de la ali-
mentacién el antioxidante NAC con
el fin de evaluar un posible trata-
miento en los efectos de la EA. Las
ratas fueron alimentadas durante
21 dias consecutivos con jalea co-
mercial (I mL) que contiene el an-
tioxidante NAC (200 mg/kg) o so-
lucién salina que corresponde al
grupo control sin NAC. La alimen-
tacion NAC se mantuvo durante
todos los procedimientos indicados
en las préximas secciones.

Entrenamiento y evaluacion de la
memoria espacial

Para medir el aprendizaje espacial
en ratas, se utiliz6 la prueba conduc-
tual llamada laberinto Oasis (14), esta
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ion calcio (Ca™):

se ha definido como
un mensajero dentro
de la célula, el cual

es utilizado por
distintas hormonas

0 neurotransmisores
para activar diversas
funciones en las células
desde la contraccion
muscular, la secrecién
de proteinas y la
transmision del
impulso nervioso en

neuronas.



Diseiio
experimental

Diserio experimen-
tal: ratas fueron ali-
mentadas con NAC

durante 21 dias.

Luego, se inyecto en
el hipocampo frag-
mentos de oligémeros
de beta amiloide
(OBAS) y como gru-
po control se inyecto
solucion salina. Fi-
nalmente se evalud la
memoria espacial de
las ratas a través de
la prueba conductual
Laberinto Oasis.
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Cerebro
rata
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®
Alimentacién Inyeccion de OBAs en el Test
con NAC hipocampo de la rata conductual

prueba utiliza una plataforma circu-
lar de 1.4 metros de didmetro locali-
zada a 50 centimetros de altura desde
el piso con un pared de 20 centime-
tros de altura, ésta fue ubicada en una
sala aislada y con la presencia de cla-
ves espaciales, las cuales sirven como
guia para la orientacién del animal.
La plataforma contiene 21 pocillos
equidistantes en su interior donde fue
ubicada la comida o el agua.

Para esta prueba se utilizaron dos
grupos diferentes de ratas, los anima-
les del grupo control, que no recibie-
ron suplementacién con NAC y las del
grupo experimental que recibieron la
suplementaciéon con NAC.

({Coémo se midid el aprendizaje espa-
cial en ambos grupos de ratas?

Inicialmente, las ratas fueron condi-
cionadas restringiendo su alimento
0 agua para aumentar su motivacion
para la bisqueda de comida. Poste-
riormente, fueron entrenadas para
familiarizarse con el entorno de la
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prueba (plataforma circular y sefiales
visuales), promoviendo la btisqueda
de una recompensa (comida o agua)
en los 21 agujeros del laberinto.

Terminada la fase de reconocimiento,
comenzo la fase de pre-entrenamien-
to, donde todos los pocillos contenfan
la recompensa. Finalizada la tercera
sesion de esta fase, los animales re-
cibieron 3 inyecciones de OfAs o so-
lucién control salina, en el transcurso
de 48 horas.

La fase de formacién que permitié me-
dir el aprendizaje espacial comenzé
24h después de la primera inyeccion
de OPAs, esta consistia en buscar la
recompensa en uno de los 21 aguje-
ros durante seis sesiones diarias de 15
ensayos de 1 minuto cada uno. La re-
compensa se colocé en un pocillo dife-
rente en cada sesion para promover un
nuevo aprendizaje espacial. Una hora
después del final de la sexta sesion, los
animales fueron sometidos a eutanasia
para obtener el tejido del hipocampo y
posteriormente ser analizado.
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Determinacion de la actividad del
canal tinico RyR

Para poder estudiar qué tan activo es
el canal receptor RyR que permite el
paso de calcio, se generaron “mem-
branas artificiales” simulando un am-
biente que imita las condiciones en las
que se encuentra este canal en la cé-
lula. Una vez creadas las membranas,
se le incorporaron los receptores RyR
que se extrajeron de las neuronas del
hipocampo de los distintos grupos ex-
perimentales por separado (15-17). La
actividad de los canales se midi6 en
funcién de cudnto calcio permitian pa-
sar los RyR y se clasific en tres nive-
les de actividad: alto, moderado y bajo
(Figura 1).

Andlisis estadistico

Para comparar el efecto de NAC a ni-
vel celular, se comparé el grado de
activaciéon del receptor RyR entre los
distintos grupos de estudio: i) salino,
ii) OPAs + salino, iii) NAC + salino, iv)
OPAs + NAC. Para ello se utilizaron
pruebas estadisticas llamadas analisis
de varianza (ANOVA por sus siglas en
inglés), en donde se busca comparar
qué tan diferentes son los grupos com-
parados. Se utiliz6 esta misma prueba

Alto

Moderado Bajo

estadistica para evaluar el efecto del
NAC a nivel conductual, esta vez se
compararon los tiempos que tarda-
ron las ratas de los distintos grupos
en completar la prueba de orientacién
espacial.

3. Resultados

a) Inyecciones de OBAs en el hi-
pocampo modifican la actividad
de canales de calcio RyR aislados,
efecto que fue disminuido por el
tratamiento con NAC.

Como mencionamos, los OBAs pueden
aumentar los EROs dentro de la célula,
lo cual desencadena diferentes proce-
sos, entre ellos el cambio en la actividad
del canal receptor RyR para el traspaso
de calcio. Como previamente hemos
descrito, los RyR presentan tres tipos
de actividad: baja, moderada o alta.

Con el objetivo de determinar si la pre-
sencia de los OBAs puede modificar la
actividad de los RyR, y ademds que el
tratamiento con el antioxidante NAC
puede restablecer los estados de los ca-
nales se analiz6 la distribucién de fre-
cuencia de los tres tipos de actividad
de RyR. Es decir, del total de canales
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Figura 1.

Esquema represen-
tativo de la confor-
macion cerrada o
abierta de un canal
ionico. Las flechas
representan el
flujo del ién calcio
(circulos azules) de
acuerdo a los tres
niveles de actividad
del estado abierto:
alto, moderado y
bajo.



Figura 2.

NAC disminuye el
efecto de los OBAs
que aumentan la
actividad de RyR.
El grdfico indica la
distribucion de fre-
cuencia de la incor-
poracion de canales
individuales con ac-
tividad baja (barras
verdes), moderada
(barras naranjas) o
alta (barras rojas )
inducida por calcio.
Los resultados estdn
mostrados del grupo
control (salina), del
grupo inyectado con
OpAs y del grupo
inyectado con OBAs
y alimentados con
NAC. n = 3 anima-
les para cada grupo
experimental.
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presentes en la muestra se determiné
cudntos de ellos correspondian a bajo,
moderado o alto en los distintos grupos
experimentales.

Como se observa en la Figura 2 en
la condicion control o salino, el 70%
de los canales observados correspon-
den a canales de baja actividad. En el
grupo de ratas inyectadas con OpAs
se observa una redistribucién de la
frecuencia de los canales eviden-
ciando un mayor porcentaje de ca-
nales con actividad moderada y alta
para el traspaso del ion calcio. Estos
resultados muestran, por primera
vez, que las inyecciones de OfAs en
el hipocampo aumentaron aproxi-
madamente de dos a tres veces las
probabilidades de encontrar canales
RyR con actividades aumentadas en
comparaciéon con el grupo control.
Interesantemente, cuando se midid
la frecuencia de los canales en el gru-
po experimental que recibi6 la suple-
mentacién con el antioxidante NAC
por 21 dias, se observé la ausencia en
la frecuencia de canales de alta acti-
vidad, mientras que los moderados y
bajos presentan una distribucién si-
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OBAs

E= Bajo
= Moderado
Bl Alto

NAC/OBAs

milar al grupo control salino.

b) El consumo de NAC mejora el
rendimiento de los animales en la
orientacion espacial al comparar-
los con los animales inyectados con
OpPAs en el hipocampo.

Con el objetivo de determinar si la
alimentacién de NAC mejora el ren-
dimiento de los animales el laberinto
Oasis, evaluamos 4 grupos experi-
mentales:

i) Animales inyectados con solu-
cién salina (salino)

ii) Animales inyectados con ABOs

iii) Animales inyectados con so-
lucion salina (salino) alimentados
con NAC

iv) Animales inyectados con ABOs
alimentados con NAC.

Como se observa en la Figura 3A se
evaluaron los siguientes pardmetros
(A) la tasa de acierto, el que se defi-
ne como el nimero de veces en que
la rata encontrd la comida, (B) la la-
tencia que corresponde al tiempo
en segundos que demora en encon-



trar la comida y (C) la razén entre
la distancia esperada (distancia mds
corta entre el inicio del recorrido y
la comida) y la distancia recorrida,
donde mientras el valor sea mads cer-
cano a 1 significa que la trayectoria
que realiza la rata es similar a la es-
perada.

Como se observa en la Figura 3A,
el grupo inyectado con APBOs mos-
tré6 una disminucién en el ntimero
de aciertos en las sesiones 1 a 4, que

1.57 i# il _

Control

Tasa de Acierto

0.5 -
-o- OBAs
-o- OPBAs/NAC
-e— Salino/NAC
0.0
1 2 3 4 5 6
Sesién

C

Latencia (s)

fueron significativamente mds bajos
que los observados en el grupo con-
trol en las seis sesiones. Sin embargo,
es importante destacar que las ratas
inyectadas con ABOs en las sesiones
5 y 6 mostraron ntimeros de acierto
similares a las de los otros tres gru-
pos, lo que indica que se demoraron
mads que el grupo control en apren-
der la tarea pero lograron hacerlo.
Interesantemente, observamos que
las ratas inyectadas con APOs y ali-

o

Relacion de Distancia
(observado/esperado)
s

Sesion

Figura 3.

La suplementacion con NAC via oral previene el deterioro de la memoria espacial causado por las inyecciones de
OPBAs en el hipocampo. La memoria espacial fue evaluada en los 4 distintos grupos de 6 ratas cada uno en una tarea
de laberinto oasis. Las ratas alimentadas con NAC o control (salino) durante 21 dias e inyectadas en el hipocampo con
OPBAs o solucion salina se evaluaron en la tarea del laberinto Oasis. (A) Cuantificacion de las tasas de aciertos para
cuatro grupos de animales: inyectados con solucion salina (linea negra), con OBAs (linea roja), alimentados con NAC e
inyectados con OBAs (linea azul) y alimentados con NAC e inyectados con solucion salina (linea verde). Las inyeccio-
nes estdn indicadas por flechas. (B) Cuantificacion de la latencia en cada sesién diaria para los cuatro grupos definidos
en A. (C) Distancia de ratios para los cuatro grupos experimentales en cada sesion diaria. Los valores representan
promedio * error estandar (n = 6). El andlisis estadistico se realizo mediante ANOVA bidireccional, sequido de prueba
post hoc de Holm-Sidak; p <0,05, p <0,01 yp <0,001 en comparacién con el grupo de control; #p <0.05, ## p <0.01
y ### p <0.001 en comparacion con el grupo inyectado con OBAs.
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mentadas con el antioxidante NAC
durante las 6 sesiones mostraron
valores similares al grupo control,
estos resultados nos muestran que
los animales a pesar de haber sido
inyectados con ABOs aprendieron la
tarea tan rdpido como el grupo con-
trol.

En la Figura 3B observamos que los
4 grupos experimentales progresi-
vamente disminuyen el tiempo de
latencia, es decir el tiempo que de-
moran en encontrar la recompensa
(comida) durante el transcurso de
las distintas sesiones, mostrando
que existe un aprendizaje de la tarea.
No obstante el grupo experimen-
tal inyectado con los OBAs en todas
las sesiones demoré mads en encon-
trar la recompensa y de esta forma
cumplir la tarea. Asimismo, en las
seis sesiones, las relaciones entre las
distancias observadas / esperadas;
es decir si el animal usé el camino
mds corto u otro mds largo, lo que
significa si se acuerda o no dénde
se encuentra el pocillo con la recom-
pensa; fueron mayores para el grupo
inyectado con OPBAs en comparacién
con los otros tres grupos (Figura 3C),
aunque todos los grupos mostraron
una disminucién en este pardmetro
en funcién del transcurso de sesio-
nes. Estos resultados muestran que
la alimentacién con NAC ayudé a
prevenir los efectos nocivos de la
inyeccion de los OBAs en la navega-
cién de ratas en la tarea de memoria
espacial del laberinto Oasis en los
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tres pardmetros de comportamiento
evaluados. Un resultado inesperado
es que la alimentacién solo con NAC
parece mejorar el aprendizaje de los
animales, y que en animales.

4. Discusion

Cuando los cientificos y cientificas
realizan investigaciones, incluso den-
tro de un mismo laboratorio, pueden
estudiar fenémenos idénticos desde
distintas perspectivas siguiendo ca-
minos paralelos para construir cola-
borativamente nuevos conocimientos.
En este contexto, la EA es un fenéme-
no ampliamente estudiado alrededor
del mundo, considerando la alta in-
cidencia de esta enfermedad en per-
sonas mayores de 65 afios, y el fuerte
impacto que tiene su diagndstico en
la vida de las personas que la padecen
junto con las personas que las cuidan.

En este estudio se investigé el efecto
de una dieta con antioxidantes, espe-
cificamente el NAC, como un posible
tratamiento para prevenir o disminuir
los sintomas asociados a la EA, gene-
rados por la presencia de OAs. Como
se observo en los resultados, determi-
namos que la inyeccién de OAs en el
hipocampo de ratas aument? la activi-
dad de canales RyR, y ademds gener6
un impacto negativo en el aprendizaje
espacial y la memoria.

Como un posible mecanismo se pro-
pone que la inyeccién de los OPBAs
aumenta el estrés oxidativo dentro de
las neuronas, que produce un efecto
en muchas proteinas, cambiando su



actividad, entre ellas los canales RyR
cuyo efecto es la mayor liberaciéon de
calcio desde el reticulo endoplasmati-
co. La mayor liberacién de calcio ge-
nera un desequilibrio de los procesos
dentro de la célula importantes para
la formacién de la memoria. Esto se
relaciona con los datos obtenidos res-
pecto al aumento en la frecuencia de
canales de actividad alta en neuronas
expuestas a OPAs.

En la bisqueda de un posible trata-
miento que permita prevenir o retra-
sar la EA, en este estudio demostra-
mos que alimentar a las ratas con el
antioxidante NAC logré reducir los
efectos generados por los OBAs, tanto
en la frecuencia de la actividad de los
canales como en el rendimiento de
los animales en la tarea de aprendi-
zaje y memoria espacial en todos los
pardmetros evaluados.

Finalmente, podemos concluir que la
alimentacién con antioxidante NAC
en un modelo de la EA en ratas ge-
nerd efectos positivos en el desempe-
fio en tareas de orientacion espacial y
previno el aumento de actividad del
canal RyR asociado a la inyeccién de
OpAs. A pesar de estos prometedores
resultados, es importante destacar
que suplementar la dieta con NAC
en humanos no ha sido evaluado, y
la dieta rica en antioxidantes debe
seguir siendo estudiada en proximas
investigaciones.
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