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Resumen
La demencia es un sindrome que repercute negativamente en la calidad de vida de los pacientes y
sus familiares, con elevado costo social y econémico. Una extensiva revision de la incidencia actual
de la enfermedad mostr6 que mas de 36 millones de personas viven con demencia en todo el mundo,
con aproximadamente 4.6 millones de nuevos casos cada afio. En el campo de las neurociencias
conductuales, los modelos animales suponen la mejor alternativa para estudiar las mdultiples
alteraciones fisiopatologicas asociadas a los trastornos de la memoria y el aprendizaje, asi como para
la investigacibn de nuevas estrategias terapéuticas. El principal objetivo de este trabajo es
proporcionar una revision de los principales modelos experimentales no transgénicos de disfuncién
conductual que se han desarrollado para la investigacion de la demencia en condiciones in vivo,
ademas de mencionar las principales alteraciones bioquimicas y estructurales observadas en cada
uno de ellos.
Palabras clave: demencia, cambios  bioquimicos-estructurales-conductuales, modelos
experimentales in vivo
NON-TRANSGENIC ANIMAL MODELS OF DEMENTIA. METHODOLOGICAL CONSIDERATIONS
AND PHARMACOLOGICAL RELEVANCE

Abstract
Dementia is a syndrome with negative implications to the quality of life of patients and their families,
and with a high social and economic cost. An extensive revision showed that more than 36 million
people live with dementia worldwide, with approximately 4.6 million new cases every year. In
behavioral neurosciences field, animal models are the best alternative to study the multiple
pathophysiological alterations associated with the dysfunctions of memory and learning, as well as to
search for new therapeutic strategies. The aim of this work is to provide a review of the main types of

non-transgenic animal models of behavioral dysfunctions, used for dementia-related research and
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therapeutics. The revision also includes the main biochemical and structural alterations observed in
each experimental model.
Keywords: dementia, biochemical-structural-behavioral changes, experimental models in vivo
Introduccién
La demencia se define como la pérdida progresiva de las funciones cognitivas, como resultado de la
disfuncion y la muerte de células del sistema nervioso central y periférico. Se manifiesta por la
disminucion progresiva de la capacidad de adquirir nuevos conocimientos y la propension a olvidar lo
aprendido (1-3). Las areas del cerebro mas comunmente afectadas son el hipocampo, las areas
motoras primaria y somatosensorial, algunas estructuras del sistema limbico, las cortezas parieto-
temporal, frontal y entorrinal (1). Entre las enfermedades neurodegenerativas que cursan con
demencia destaca la enfermedad de Alzheimer como la méas frecuente, seguida de la demencia
vascular, la demencia por cuerpos de Lewy y demencia asociadas a otras enfermedades
degenerativas y de origen viral como el Parkinson, Huntington, Pick, Creutzfeld-Jakob, y el SIDA (1).
En el afio 2009, una extensiva revision de la incidencia mundial de esta patologia revelé que
aproximadamente 36 millones de personas vivian con algun tipo de demencia y que cada afio se
registran alrededor de 4.6 millones de nuevos casos, valores que van en aumento a la par de la
tendencia mundial hacia una poblacién envejecida. En Cuba, la incidencia de la demencia en adultos
es elevada alcanzando hasta un 10.2%, para un total promedio de 1.1% del total de habitantes (2). La
demencia es una de las principales causas de discapacidad y dependencia en adultos mayores, con
una relevante implicacién social y elevados costos a la economia (1, 2). En este sentido, resulta
necesario contribuir con la investigacién preclinica y clinica de los mecanismos fisiopatol6gicos
implicados en la aparicién y progresion de los distintos tipos de demencia, con el objetivo de
identificar nuevos candidatos terapéuticos. Varios modelos experimentales in vivo se han desarrollado
con este fin. En este articulo se abordan aspectos fundamentales de los modelos animales no
transgénicos mas empleados para el estudio de la demencia, asi como los principales mecanismos
fisiopatoldgicos involucrados.

Fisiopatologia general de la demencia

Las enfermedades neurodegenerativas que cursan con demencia, a pesar de su etiologia tan diversa,
se caracterizan por presentar déficits cognoscitivos multiples que implican deterioro de la memoria y
dificultad en el aprendizaje de informacion nueva, ademas de otras alteraciones cognoscitivas (afasia,
apraxia, agnosia) (3-5). Aun asi, el dafio inicial que desencadena el curso de la enfermedad es
especifico para cada uno de los tipos de demencia, y en consecuencia, los eventos moleculares y
estructurales que la sustentan. Ademas, se considera que la situacion de estrés oxidativo inherente al

envejecimiento y la glicosilacion proteica pueden explicar algunos aspectos de esta enfermedad.
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Dentro de las patologias que cursan con mayor deterioro cognitivo se encuentra la enfermedad de
Alzheimer, que se caracteriza por una muerte neuronal regionalizada en areas relacionadas con la
memoria, unida a la acumulacion extra e intracelular de agregados proteicos filamentosos que forman
agregados neurofibrilares, placas amiloides neuriticas y amiloidosis cerebrovascular (6, 7). Como
factores primarios desencadenantes de esta patogénesis, se han propuesto: el metabolismo anormal
de la proteina B-amiloide que forma las placas amiloides en forma de conglomerados extracelulares,
la hiperfosforilacion de las proteinas tau del citoesqueleto que se agrega formando ovillos
neurofibrilares en el interior de las neuronas y el genotipo anormal de la apolipoproteina E (6, 7).
Estos cambios estructurales generan disminucion y pérdida de la densidad sinaptica, dificultan la
neurotransmision y propician la neurodegeneracion (6). La demencia vascular es el segundo tipo de
demencia mas frecuente (1, 2). Su causa primaria es la enfermedad cerebrovascular multiple, que
afecta los vasos de pequefio y mediano calibre produciendo lesiones en el parénquima cerebral en
forma mudltiple y extensa (3). Anatbmicamente se observan cambios en la sustancia gris, asi como en
diversos nucleos y regiones subcorticales con desmielinizacion y gliosis. En los vasos suele
encontrarse oclusion por placas arterioscleréticas o por tromboembolias (3, 8). Otra de las demencias
de mayor incidencia es la llamada demencia por cuerpos de Lewy, la cual presenta particularidades
clinicas y neuropatolégicas propias de la enfermedad de Alzheimer y de Parkinson. La demencia por
cuerpos de Lewy se caracteriza por un metabolismo proteico anormal que crea fenotipos patogénicos
gue involucran particularmente al B-amiloide, la a-sinucleina y a la proteina tau; ademas de paralisis
supranuclear progresiva y degeneracion cortico basal (9). Algunas de estas proteinas anormales y
otras, forman los llamados cuerpos de Lewy que se depositan en el citoplasma de las neuronas,
fundamentalmente de la corteza frontal, parietal y temporal, y de la sustancia negra, degenerandolas
(9). Como en los otros tipos de demencia, su sintoma central es el decline progresivo de las
capacidades cognoscitivas, en suficiente magnitud como para interferir con las funciones sociales
normales de los pacientes (10). La enfermedad de Parkinson, representa el segundo trastorno
neurodegenerativo por su frecuencia, situdndose Unicamente después de la enfermedad de
Alzheimer. Junto a sus sintomas motores clasicos, aparecen alteraciones en la funcién cognitiva, en
la expresion de las emociones y en la funcién auténoma (11, 12). Se ha propuesto que la demencia
asociada a la enfermedad de Parkinson se debe a la degeneracién de los sistemas ascendentes
subcorticales con pérdida neuronal de los sistemas dopaminérgicos nigroestriatales y de neuronas
involucradas en las funciones cognoscitivas (13). Sin embargo, ninguna de estas alteraciones que se
han encontrado diferencialmente en cada uno de los principales tipos de demencia, explican
totalmente las numerosas fases bioquimicas y patoldgicas de la enfermedad relacionadas con la
disminucion de la capacidad de aprendizaje y la pérdida progresiva de la memoria. En este sentido,
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fomentar las investigaciones béasicas y sobre todo, empleando modelos animales que mimeticen el
deterioro cognitivo asociado a estas enfermedades, podrian contribuir a explicar muchas de las
interrogantes actuales y desarrollar terapias efectivas.

Modelos animales de demencia

En el campo de las neurociencias de la conducta, tales como la neurociencia cognitiva y la
neurobiologia, los modelos animales han permitido investigar la relacion entre el cerebro y la
conducta. El objetivo méas general de estas ciencias radica en ampliar los conocimientos existentes en
cuanto a la conducta humana normal y anormal, con la expectativa de poder dilucidar los procesos
neuronales que justifican el comportamiento. Diferentes modelos animales de disfuncién conductual,
asociada a la pérdida de la memoria y capacidad de aprendizaje, se han desarrollado con el propésito
de esclarecer cuales alteraciones neurobioquimicas y conductuales patoldgicas justifican la aparicion
y progresion de la demencia en los humanos, asi como para la investigacién de nuevas estrategias
terapéuticas (14). El disefio de un modelo experimental de demencia supone considerar
caracteristicas esenciales relacionadas con el nivel de afectacion conductual y neuropatoldgico, en
correspondencia con los objetivos de la investigacién. Un modelo animal adecuado de demencia
debe: 1) poder desarrollarse preferencialmente en individuos adultos, ya que es una enfermedad de
mayor prevalencia en la adultez, y de modo que pueda partirse del estado inicial sano, 2) en
contraste, desarrollarse a partir de mutaciones génicas puntuales responsables de algunas de las
alteraciones demostradas de la enfermedad, 3) exhibir deterioro cognitivo y neurobioldgico
progresivo, 4) ser producido a partir de un dafio especifico, que afecte mayoritariamente las
estructuras y conexiones cerebrales relacionadas con la memoria y el aprendizaje, 5) la lesién debe
ser reproducible y simular adecuadamente una o varias de las alteraciones bioldgicas y clinicas
observadas en humanos, (6) el dafio neurobiolégico debe poder medirse con parametros
morfolégicos, fisioldgicos, bioquimicos o de conducta. En este sentido, se han desarrollado modelos
animales transgénicos y farmacoldgicos, Utiles en investigaciones de enfermedades que cursan con
demencia. Ambos tipos de modelos han sido desarrollados empleando mayoritariamente roedores, y
especialmente en funcién de manifestar las caracteristicas de la enfermedad de Alzheimer como la
demencia de mayor prevalencia a nivel mundial (14-16). Los modelos transgénicos han reportado
informacion valiosa sobre el impacto de modificaciones génicas puntuales (sobreexpresion de (-
amiloide, hiperfosforilacién de la proteina tau, expresion de apoE-€4, y otras) en el estado cerebral y
la conducta animal (14, 15). Sin embargo, han sido cuestionados en lo relacionado a la factibilidad de
su empleo cuando se desea estudiar la enfermedad a partir de individuos inicialmente sanos, la
influencia de alteraciones del metabolismo energético cerebral en la etiologia y progresion de la
demencia, o la importancia especifica de cualquiera de los sistemas de neurotransmision cerebrales
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en los procesos de aprendizaje y memoria (14, 17, 18). Sumado a estas desventajas para comprobar
algunas hipotesis, esta el elevado costo de los animales transgénicos que encarecen
considerablemente las investigaciones neuroconductuales. En contraste, se han desarrollado varios
modelos animales que manifiestan dafios cognoscitivos, bioquimicos, fisiolégicos y morfologicos
caracteristicos de demencia inducidos farmacoldgicamente. Estos modelos experimentales permiten
estudiar algunos de los aspectos mas relevantes de la demencia, que no pueden ser analizados
mediante el empleo de animales transgénicos (16-18). Entre los mas reportados por los
investigadores que estudian los des6rdenes cognoscitivos estan: modelo de desajuste colinérgico
inducido por escopolamina, modelo de resistencia cerebral a la insulina inducido por administracion
de estreptozotocina intracerebroventricular (19), modelo de déficit cognitivo inducido por aluminio
(20), y modelo de administracion intracerebroventricular de 3-amiloide (18).

Los requerimientos de un modelo para la investigacion varian segun su uso. Cuando se estudia la
fisiopatologia de la enfermedad lo mas conveniente es eliminar todo excepto la variable de interés.
Por el contrario, cuando se desea evaluar el efecto de un nuevo tratamiento, es recomendable
emplear un modelo que represente la mayor cantidad posible de aspectos de la enfermedad, de
modo que sea posible analizar el rango de efectos farmacoldgicos y detectar eventos adversos que
pueden no ser apreciables en un modelo mas limitado. No obstante, los modelos limitados a un dafio
especifico también son Utiles para evaluar una nueva terapia, cuando lo que se desea es discernir la
especificidad del mecanismo de accién de su efecto. Entonces, como los modelos animales pueden
ser usados de diferentes formas es importante tener claras las preguntas experimentales que desean
responderse y como un modelo puede contribuir a ello (21). A pesar de las numerosas ventajas que
reportan cada uno de los modelos experimentales que hasta la fecha se han desarrollado, ninguno de
ellos ha logrado representar todos los aspectos fisiopatoldgicos que se manifiestan en la demencia de
humanos. Aun asi constituyen una herramienta imprescindible para las investigaciones preclinicas en
el desarrollo de nuevas terapias para el tratamiento de la enfermedad. A continuacién describiremos
los aspectos fundamentales de los modelos mas empleados en la literatura, para la busqueda de
nuevas alternativas terapéuticas para diferentes tipos de demencia.

Modelo de demencia inducido por escopolamina

La escopolamina es el compuesto de referencia mas empleado para inducir déficit cognitivo asociado
a la demencia y el envejecimiento en el campo de la neuropsicofarmacologia (16, 22). El uso de este
antagonista competitivo no selectivo de los receptores colinérgico muscarinicos, se sugiere como la
via mas efectiva de bloquear la neurotransmisién colinérgica (16, 23). La disminucion de la integridad
colinérgica se asocia con déficit en el aprendizaje y la memoria en roedores y humanos, con mayor
impacto en el proceso de adquisicion de conocimientos y en la memoria anterégrada (16, 23-25). Se
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ha reportado que, a partir del bloqueo primario de la neurotransmision colinérgica, se producen
alteraciones puntuales que en su conjunto son las responsables de la disfuncién en la memoria que
se observa en las diferentes pruebas conductuales. La escopolamina reduce la expresion del factor
neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) (del inglés, brain-derived neurotrophic factor), neurotrofina
clave en la plasticidad sinaptica durante los procesos de formacién de la memoria (26, 27). Afecta el
desarrollo dendritico durante la neurogénesis de células granulares del giro dentado del hipocampo,
gue deteriora el circuito hipocampal (28). Varios reportes indican que, después del tratamiento con
escopolamina, la actividad de la enzima acetilcolinesterasa (AChE) se incrementa considerablemente
en el hipocampo, lo cual se ha relacionado con las anomalias en la neurogénesis de esta zona (28-
30). El estrés oxidativo es otro de los efectos toxicos de la administracién de escopolamina, que
promueve la apoptosis (31) y la disminucion de la proliferacion neuronal (26, 27). Después del
tratamiento con escopolamina se ha observado disminucién de la actividad de las enzimas del
sistema antioxidante intrinseco superéxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPx) y catalasa
(CAT); y aumento de los niveles de malondialdehido (MDA) (27, 28, 31). Se ha reportado también que
la escopolamina afecta el metabolismo energético en el cerebro: reduce los niveles de ATP en la
corteza cerebral de ratas (32, 33), disminuye la actividad de la Na*/K* ATPasa y la Ca**ATPasa en
corteza cerebral e hipocampo(34) y provoca disfuncion mitocondrial (35, 36). Otros estudios han
demostrado que la escopolamina induce muerte apoptética en neuronas del hipocampo mediante la
activacion de diversas sefiales pro apoptéticas (28, 31, 37). Estos fenbmenos tienen un impacto
importante en los procesos de memoria y en la patogénesis de demencias de tipo
neurodegenerativas, como el Alzheimer (36, 38) y la asociada al Parkinson (39, 40). En linea con
esto, se sugiere que los efectos deletéreos de esta droga en el sistema cognoscitivo estan
relacionados con el desacoplamiento inicial de las sefales colinérgicas, desbalance de
neurotransmisores excitatorios/inhibitorios, deplecién de la energia neuronal y prevalencia del estado
oxidativo que conducen a la muerte de las neuronas colinérgicas y a la pérdida de conexiones
sinapticas.
El modelo de déficit cognitivo inducido por escopolamina permite estudiar el efecto de candidatos
terapéuticos (colino miméticos y no colino miméticos) en los diferentes procesos de formacién de la
memoria: adquisicién, consolidacién-almacenamiento y recuperacion (16, 41-43). Dichos estudios se
han realizado en ratas, ratones, gerbos de Mongolia, palomas y monos, aunque de forma general
predominan las evaluaciones preclinicas en roedores (16). El efecto amnésico y desacoplador de la
escopolamina en los diferentes procesos de establecimiento de la memoria se evidencia segun la
dosis y la via de administracién, con mayor prevalencia de la via periférica sobre la central. Para
estudiar el impacto de este compuesto y candidatos terapéuticos en cada uno de estos procesos, es
6
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necesario también seleccionar pruebas conductuales que evalien procesos cognoscitivos sensibles a
los efectos de la escopolamina, y que se disefien con fases de entrenamiento-evaluacién bien
delimitadas. Los efectos conductuales mas clasicos son: incremento de la actividad locomotora, de la
latencia de respuesta y escape; la disminucion de la respuesta de evitacién activa y pasiva, de
reconocimiento de objetos, de alternacion, de discriminacién de estimulos, de la atencién y ante el
miedo condicionado; y errores en el establecimiento de la memoria de trabajo y de referencia (16).
Para evaluar el efecto en la etapa de adquisicion de la memoria, se administra la escopolamina antes
de comenzar la fase de entrenamiento, preferentemente por via intra-peritoneal (i.p), con dosis para
ratones y ratas que varian entre 0.3 y 5.0 mg/kg (16, 25, 44). La inyecciéon de escopolamina post-
entrenamiento afecta presumiblemente los eventos de consolidacion, con dosis para ratas que
ascienden hasta los 100 mg/kg por via i.p y subcutanea (s.c), siendo mas efectivas las
administraciones s.c (16, 25). Sin embargo, se logra desacoplamiento de los procesos de
recuperacion con la administracion previa a la fase de evaluacion de la retencién de dosis inferiores a
12 mg/kg, siendo la via i.p la mas empleada (16, 44).

Por los resultados obtenidos por diferentes investigadores puede decirse que el efecto de la
escopolamina es dosis dependiente, aunque la forma de la curva dosis-respuesta difiere entre
pruebas conductuales (16). Tiene mayor impacto en los procesos de adquisicibn que en los de
recuperacion de la memoria; desacopla mejor la memoria a corto plazo que la memoria a largo plazo,
y afecta mas la memoria de trabajo que la memoria de referencia (16). Aungue las administraciones
intracerebrales de escopolamina son empleadas como alternativa mas segura para lograr un efecto
preferentemente central, la via i.p es actualmente la que mas se reporta para evaluaciones
preclinicas de farmacos. Una de las desventajas mas relevantes de este modelo es la no selectividad
de la union de la escopolamina a su receptor colinérgico, por lo que ademas de los efectos
conductuales relacionados con déficit cognitivo se observan otros como ansiedad, hiperlocomocion
no asociada a disminucion del aprendizaje, disminucién de la velocidad de respuesta y dilatacién de
las pupilas (16, 45). Las dosis mas bajas tienden a tener un efecto preferencialmente cognoscitivo,
mientras que el uso de elevadas dosis afecta adicionalmente aspectos no cognitivos que interfieren
directamente con la interpretacion de pruebas de discriminacién de estimulos, atencion y memoria
(16). Por esta razén, a pesar de que este modelo de déficit cognitivo inducido farmacolégicamente es
el mas empleado para encontrar candidatos terapéuticos para el tratamiento de la demencia con
efecto directo en la neurotransmisién colinérgica, o en alguno de los procesos que se desacoplan a
partir del dafio colinérgico inicial, no permite afectar especificamente sélo una de las vias cognitivas
sin tanto impacto en otros eventos conductuales, de modo que permita relacionarse con mayor

precision el dafio con efectos conductuales exclusivos de déficit cognitivo.
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Modelo de demencia inducido por estreptozotocina intracerebroventricular

El modelo de déficit cognitivo inducido por estreptozotocina intracerebroventricular (i.c.v) se ha
propuesto como uno de los mas empleados para estudiar los cambios estructurales, bioquimicos y
conductuales, caracteristicos de procesos demenciales, particularmente de la enfermedad de
Alzheimer esporadica (17, 19). La estreptozotocina (STZ) (2-deoxy-2-[3-(methyl1-3-nitrosoureido)-D-
glucopiranosa]) es una sustancia betacitotoxica, ampliamente utilizada para producir modelos
experimentales de diabetes mellitus tipo | y Il (46). Administrada por via periférica y en altas dosis
destruye las células beta pancreatica secretoras de insulina en ratas adultos machos, mientras que
multiples administraciones de baja a moderadas dosis causa resistencia a la insulina por afectacion al
receptor de insulina y rutas de sefializacion (47, 48). La administracién de STZ (i.c.v), en dosis bajas
subdiabetogénicas, induce un estado de resistencia a la insulina en el cerebro (49-52), sin causar
ninguno de los cambios metabdlicos sistémicos de diabetes mellitus(19). Se ha propuesto que este
estado de resistencia es causado por desensibilizacion de los receptores de insulina cerebrales,
similar a lo que se exhibe en el cerebro de pacientes con Alzheimer o envejecidos (53). La insulina y
sus receptores en el cerebro, se han relacionado directamente con el aumento de la cognicion, en
particular con la memoria espacial, mediante la regulacion del ARNm de insulina y el incremento de
receptores en la membrana sinaptica del hipocampo (54, 55). Presumiblemente, la insulina estimula
la entrada de glucosa en regiones especificas del cerebro, especialmente del hipocampo, lo cual esta
sustentado por la distribucion de receptores de insulina y transportadores de glucosa en esta area en
particular (56, 57). El efecto de la STZ (i.c.v) sobre la regulaciéon de la entrada de glucosa a las
neuronas provoca una disminucion del metabolismo energético cerebral y de la sintesis de acetil CoA,;
y esto dltimo resulta en una neurotransmisién colinérgica deficiente a consecuencia del decrecimiento
en la actividad de la enzima colina acetil transferasa (ChAT) (58-60). Asociado al dafio inicial, se
instaura en el cerebro un estrés oxidativo crénico (61, 62) que contribuye al desbalance de
neurotransmisores y conduce a la muerte neuronal, fenbmenos que dificultan la conectividad
sinaptica necesaria para el establecimiento de la memoria. Se ha propuesto que el deterioro de la
memoria se debe también a un dafio directo en el sistema septohipocampal, lo cual se ha relacionado
con la reduccién de la actividad de la ChAT en el hipocampo (58), reduccion del peso del septum en
mas de un 40% (63), disminucién en el transporte del factor de crecimiento nervioso del hipocampo al
septum (60), disminucién de la expresién de BDNF en el hipocampo (64), activacién de la microglia 'y
deterioro especifico del tracto mielinizado del férnix, que en su conjunto interrumpen las conexiones
entre el septum y el hipocampo (65, 66). Ademas la administracion de STZ (i.c.v) induce la expresion

de péptidos B-amiloides 1-40 y 1-42, asi como variantes hiperfosforiladas de proteina tau (67). Todos
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estos mecanismos influyen substancialmente en el deterioro de la memoria, equivalentes a la
demencia por envejecimiento y enfermedad de Alzheimer(19, 68).

La administracion i.c.v de STZ se ha realizado unilateral y bilateralmente, en los ventriculos laterales
del cerebro (50, 51, 58, 60). La evidencia indica que la inyeccion bilateral causa mayor dafio en la
memoria en comparacion con la unilateral que afecta preferencialmente las neuronas del fornix y el
cuerpo calloso (69), por lo que en los ultimos afios es la forma bilateral la mas utilizada. De lo
publicado hasta la fecha, se respalda que la STZ (i.c.v) induce similares efectos conductuales,
bioguimicos y estructurales en ratas, ratones y monos, sugiriendo que este es un modelo
estandarizado y reproducible de un estado cerebral de resistencia a insulina (17). En la mayoria de
los estudios sobre el efecto de la STZ (i.c.v) en la memoria y en la blusqueda de candidatos
terapéuticos para el tratamiento de diferentes tipos de demencia, se emplean ratas como principal
modelo animal (19). El rango de dosis administrada varia de 1 a 3 mg/kg de peso corporal, inyectado
de 1 a 3 veces en cada uno de los ventriculos laterales (19). La dosis y frecuencias de administracién
influyen considerablemente en: a) la magnitud del dafio cognitivo, morfolégico y bioquimico, b) el
inicio de la manifestacion del déficit cognitivo, medido por diferentes pruebas conductuales, c) el inicio
de la manifestacion de alteracion de parametros bioquimicos y morfolégicos en las diferentes
estructuras cerebrales, y d) sobre la velocidad de la progresion y en el tiempo de duracién del dafio
(19). Las pruebas conductuales verifican la presencia de afectacion cognitiva, a partir de 10 dias
posteriores a la primera administracion de STZ, y se mantiene hasta aproximadamente 12 semanas.
De forma similar ocurre con los parametros neurobioquimicos y neuroestructurales (19). La edad de
los animales en el momento de la administracion de STZ aparentemente no influye en los diferentes
pardmetros de dafio que se registran (50, 51, 65, 68, 69). Sin embargo, la variabilidad en la magnitud
del efecto, en igualdad de condiciones experimentales, se observa en la susceptibilidad individual
entre animales de una misma especie; variabilidad que es mas comun en unas especies y lineas que
en otras (58, 70). En ratas, la linea Wistar es la mas usadas, y en menor medida la Sprague-Dawley
(66) o las Lewis (70). De forma general, a pesar del estrecho rango de dosis empleada y la elevada
reproducibilidad de los diferentes tipos de dafio, varios autores alegan que se observa cierta dosis
dependencia en la administracién de STZ (i.c.v) (51, 70, 71).

El modelo de STZ (i.c.v) permite estudiar el efecto de farmacos con una amplia variedad de
actividades farmacoldgicas como posibles candidatos terapéuticos para el tratamiento de la demencia
y la enfermedad de Alzheimer (17). Permite evaluar el efecto de drogas en una amplia gama de
parametros bioquimicos y estructurales que marcan el progreso de deterioro cognitivo a partir de

animales inicialmente sanos. Tiene un marcado impacto en la memoria espacial, que es posiblemente
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la més estudiada con este modelo de demencia a diferencia de otros que se emplean de manera mas
equilibrada en la evaluacion de memoria de trabajo y espacial (17, 19).

Este modelo presenta demostradas ventajas sobre los modelos transgénicos, que en su inmensa
mayoria presentan mutaciones especificas asociadas a la enfermedad de Alzheimer como caso
particular de demencia. Las ventajas que mas destacan son: a) no es necesario manipular uno o
varios genes especificos, sino que se crea un estado cerebral que potencialmente induce la
expresion/inhibicion de genes relacionados con el dafio, b) las alteraciones patolégicas en el cerebro
pueden iniciarse a voluntad del investigador a cualquier edad a partir de animales sanos, figurando lo
gue plantean algunas teorias de que la demencia y algunas enfermedades afines inician después de
un evento deletéreo en cualquier momento de la vida, c) los cambios bioquimicos y estructurales, asi
como el déficit cognitivo asociado a dichos cambios, pueden seguirse desde el momento en que se le
impone el dafio al cerebro, de modo que puede estudiarse cuales alteraciones neurocerebrales
ocurren mas frecuentemente en cada una de las etapas de las manifestaciones conductuales, y d)
este modelo permite evaluar el efecto terapéutico de farmacos tanto en la prevencién como en la
remisién de la progresion de la enfermedad.

Modelo de demencia inducido por aluminio

Numerosos estudios han demostrado el potencial neurotéxico del aluminio (Al) en diferentes modelos
experimentales animales, y en humanos en diferentes condiciones clinicas (72-74). Ha sido
identificado como un factor contribuyente en la etiologia y patologia de diferentes desérdenes
neurodegenerativos como la enfermedad de Alzheimer, la esclerosis lateral amiotrofica y la demencia
asociada a la enfermedad de Parkinson (75, 76), ya que se ha constado su efecto en la induccién de
cambios conformacionales de proteinas claves en la fisiopatologia de dichas enfermedades (77-81).
En particular, el efecto de la exposicion de Al en el aprendizaje y la memoria ha cobrado especial
atencion en los ultimos afios. Varios estudios han demostrado que el Al produce déficit en el
aprendizaje en animales adultos (82, 83), lo cual ha permitido emplearlo como un modelo
experimental adecuado para el estudio de mecanismos neuropatolégicos implicados en el desarrollo
de enfermedades que cursan con demencia, asi como en la blsqueda de candidatos terapéuticos
para su prevencién y tratamiento (20, 84, 85).

A pesar de los numerosos estudios referentes al tema, es poco conocido el mecanismo molecular de
los posibles efectos de la exposicién de Al en el aprendizaje y la memoria. Sin embargo, se han
podido identificar diversas afectaciones estructurales y bioguimicas que se han asociado con el déficit
cognitivo. El Al se acumula preferentemente en determinadas areas del cerebro, incluyendo el
hipocampo que esta directamente relacionada con los eventos sinapticos del aprendizaje y la
memoria (86-88). Se ha reportado que influye en mas de 200 reacciones bioldgicas cruciales para el
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desarrollo y funcionamiento del cerebro, que causan varios efectos adversos en el sistema nervioso
central (89). Entre las mas relevantes estan la sintesis de neurotransmisores, la trasmision sinaptica,
la expresion de genes, fosforilacion-defosforilacion y degradacion de proteinas, y la respuesta
neuroinflamatoria (89). La exposicion a Al tiene efecto a nivel estructural y en la expresion génica:
induce cambios topolégicos en el ADN; disminucién de la expresion de neurofilamentos y tubulina, de
la neprilisina y de factores neurotréficos implicados en la sinapsis de los eventos memoristicos (90-
94); eleva la expresion de la proteina precursora amiloidea (95) y altera la expresion genes
proinflamatorios, proapoptéticos, marcadores de estrés oxidativo y de [ secretasas (96-98).
Promueve la acumulacién anormal de proteinas que causan degeneracion neurofibrilar, y proteina tau
y péptidos B amiloide en cultivos celulares y en animales de experimentacién (99-103). Influye en la
liberacién de neurotransmisores a nivel de sus receptores y enzimatico, fundamentalmente de
glutamato y acetilcolina, lo cual afecta la neurotransmision sinaptica (104-106). Afecta el metabolismo
energético neuronal a través de la inhibiciéon y disminucién de la actividad de enzimas claves de la
glucdlisis, la via de las pentosas fosfato y del ciclo de los acidos tricarboxilicos, y genera disfuncion
mitocondrial y disminucion de ATP (107-111). Ademas, causa alteracion del sistema glial y muerte
neuronal (112, 113). Estas alteraciones neurolégicas se han relacionado con desordenes en el
aprendizaje y pérdida de la memoria. Se ha demostrado que el efecto desacoplador del aluminio
inhibe la potenciacion a largo plazo; afecta la adquisicion y retencién de conocimientos; entorpece la
memoria espacial, de referencia y de trabajo; e influye en la actividad eléctrica del hipocampo (20,
114, 115).

El modelo de déficit cognitivo inducido por Al permite estudiar el efecto de farmacos de una amplia
variedad de actividades farmacoldgicas, en vista del amplio nimero de dafios neuropatolégicos en los
cuales esta involucrado, algunos de los cuales se han correlacionado con rasgos conductuales.
Ademas, la administracién crénica es fundamental para la instauracién de los diferentes desordenes
lo cual se asemeja mas al desarrollo de los diferentes tipos de demencia en los humanos. Aparte de
la enorme evidencia de los estudios que se han realizado en humanos expuestos a la administracion
cronica de Al, este modelo se ha reproducido en ratas, ratones, monos y conejos; siendo las ratas
probablemente las mas empleadas (89). Predomina la administracion por las vias periféricas,
fundamentalmente la oral (intragastrica y en el agua de beber), aunque también se ha evaluado tras
la administracion intracerebral (20, 102). El rango de dosis varia en funcién de la especie animal
empleada, la via de administracién, y segun los dafios neuroldgicos que se deseen verificar. Para la
administracién de Al por via oral, en ratas, se reportan valores que oscilan entre 0.1 y 500 mg/kg de
peso, por periodos de exposicion superiores a 1 mes (84, 116-119). Por la via i.p generalmente no se
sobrepasan los 100 mg/kg (20). La dosis y el tiempo de exposicion generalmente se escogen en
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funcién de las alteraciones cerebrales que se desean estudiar, dado que no todas aparecen al mismo
tiempo sino méas bien como un desarrollo paulatino. En varios estudios se ha podido asociar cambios
bioguimicos con efectos conductuales de déficit cognitivo pero no con alteraciones estructurales, las
cuales requieren mayor tiempo de exposicion para poder verificarse mediante las técnicas
disponibles. De forma general, el efecto de la exposicion crénica de Al a animales de
experimentacion, permite identificar cambios conductuales concretos que se asocian con déficit
cognitivo y demencia, mediante el empleo de pruebas conductuales clasicas. Provoca dificultad en la
adquisicion y recuperaciéon de la memoria espacial, la memoria de trabajo y la memoria asociativa
(20, 116-119).

Modelo de demencia inducido por 3-amiloide

Otra importante alternativa para inducir cambios neurobioquimicos y conductuales caracteristicos de
la demencia es el modelo de administracioén i.c.v de diferentes variantes de péptidos (3-amiloide (AB).
Este modelo fundamentalmente reproduce uno de los aspectos patologicos principales de la
enfermedad de Alzheimer, presente también en otros tipos de demencia. El AR (AB1-40 y AR1-42)
neurotéxico se sintetiza a partir de la proteina precursora de amiloide (APP, del inglés Amyloid
Precursor Protein) a causa de eventos de procesamiento anormales mediados por la presenilina 1 y
la y secretasa (120, 121). Por lo que, una alteracion en las vias de procesamiento de APP se ha
asociado con un incremento en la produccion de AB y/o con agregacion en forma de oligdmeros y
placas seniles extracelulares responsables de algunas de las alteraciones patogénicas y clinicas de la
enfermedad (122, 123).

Numerosos estudios in vitro e in vivo indican que el AR afecta un amplio rango de funciones que
conducen inevitablemente a la muerte neuronal y al déficit cognitivo (124, 125). Se ha reportado que
la infusion de AB1-40 en los ventriculos cerebrales de ratas provoca la disminucién de la actividad de
la AChT en la corteza cerebral e hipocampo (126), asi como reduccién de la liberacién de acetilcolina
en la corteza cerebral e hipocampo y de dopamina en el estriado (127). Se ha verificado activacion de
la microglia (128) y varios signos morfolégicos de dafio neuronal después de la infusion e inyeccién
de AB1-40 en ratas (129, 130), asi como que interactia directamente con las mitocondrias
induciendo disfuncién mitocondrial y muerte celular (131). Ademas, ha sido ampliamente reportado el
potencial efecto inductor de estrés oxidativo del AB1-40, principalmente en el hipocampo y en la
corteza cerebral (132); eventos que ocasionan dafio oxidativo a las diferentes macromoléculas
celulares (133). Por otro lado el péptido AB1-42, que posee mayor capacidad fibrogénica (134),
induce muerte neuronal en la region CA1 del hipocampo, activacion de astrocitos y de la microglia,
formacion de nitrotirosina y expresion de la éxido nitrico sintasa inducible luego de su administracion
i.c.v en ratones (124). Se han reportado que las formas oligoméricas solubles de AB1-42 causan

12



Revista de Ciencias Farmacéuticas y Alimentarias. RNPS: 2396 - Vol.1/N°.1 - 2015 pag.1-28

Articulo de Revisién Recibido: 9 de enero 2015 - Aceptado: 20 de febrero 2015

disrupcién de las funciones neuronales y de los mecanismos sinapticos involucrados en la memoria,
incluso antes de aparecer algun signo de neurotoxicidad (135-137). De forma similar, AB1-42 fue
estrechamente relacionado con pérdida de diversos marcadores sinapticos y de la memoria, bloqueo
de la potenciacién a largo plazo y reversion de la depresion a largo plazo (138-140). Ademas se ha
destacado la elevada susceptibilidad de la sinapsis glutamatérgica en modelos animales de déficit
cognitivo inducidos por AB (18, 141), la respuesta neuroinflamatoria que se genera (142, 143), y las
diversas alteraciones en la vasculatura cerebral y de la barrera hematoencefélica (144). Similares
estudios con los péptidos AB1—40 y AB1-42, se han realizado con el fragmento AB25-35, el cual
mantiene la habilidad de formar agregados y se le atribuye importante poder neurotoxico in vitro e in
vivo (145-147). En ensayos in vitro, AB25-35 ha mostrado efecto citotdxico via apoptosis, mediado
por disfuncién mitocondrial y generacion de especies reactivas del oxigeno en células SH-SY5Y
(125). En correspondencia con los cambios neurobiolégicos generados por la administracion central
del péptido AB, en sus diferente variantes, se ha podido confirmar que se manifiesta un déficit
significativo en el aprendizaje y la memoria (18, 129, 130). El AB dificulta el aprendizaje espacial,
interfiere en los procesos de instauracion de la potenciacion a largo plazo y de plasticidad sinaptica,
asi como en algunos de los procesos de formacion de la memoria de trabajo y de referencia (18, 130,
132, 148). Todas estas evidencias del impacto de AB en el aprendizaje y la memoria se han
confirmado por un amplio numero de pruebas conductuales que evalian memoria de referencia, de
trabajo, de reconocimiento y asociativa (18, 130, 132, 148).

La administracion i.c.v de AB se ha experimentado fundamentalmente en ratas y ratones, tanto de
forma unilateral como bilateraln(18, 124, 125, 130, 132, 148). Sin embargo, la mayor cantidad de
ensayos realizados para esclarecer mecanismos moleculares involucrados en la patogénesis de la
demencia asi como en la evaluacibn de nuevos candidatos terapéuticos, emplean ratas como
principal modelo animal y la administracién bilateral. El rango de concentraciones del péptido en
solucion administrada varia entre los nM y yuM, en una o varias administraciones (18, 124, 125, 130,
132, 148). La dosis y frecuencias de administracién parecen ser escogidas en funcion de la magnitud
del dafio y en el tiempo en que desea verificarse, aunque también se ha observado variabilidad segun
el tipo de péptido AB. Mayores dosis y/o cantidad de frecuencias diarias son mas comuinmente
empleadas cuando se realizan evaluaciones conductuales en un periodo de tiempo corto después de
la cirugia o dltima administracion (18). De forma similar ocurre cuando se emplea el péptido Ap25-35,
gue puede administrarse durante uno o varios dias, y realizarse la evaluacion de su efecto en la
memoria pasado solo 5 dias (18, 125). En contraste, la tendencia general cuando se usan AB1-40 y
AB1-42, es a evaluar su efecto en el aprendizaje y la memoria al menos 2 semanas posteriores a la
administracion de péptido (130, 132). Aun cuando se ha podido identificar algunas particularidades de
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cada una de las vias y forma de administracion de los péptidos AB, existe gran incongruencia en la
metodologia empleada debida a la amplia cuantia de variables experimentales (especie y forma AP,
concentracion administrada, duracion del tratamiento y sitio de administracion).

Este modelo animal de demencia inducido por péptidos AB es uno de los mas reportados para la
evaluacion de nuevos candidatos terapéuticos, principalmente para el tratamiento de la enfermedad
de Alzheimer (14, 18). Actualmente constituye uno de los principales modelos alternativos al empleo
de animales transgénicos que se fundamentan en la patologia amiloidea. Una de sus ventajas mas
apreciadas, es que permite controlar que tipo de especie AB, soluble o insoluble, es la que origina la
pérdida de la memoria, lo cual se dificulta en los modelos transgénicos que pueden presentar ambas
formas al mismo tiempo. Por lo que este modelo se ha considerado una alternativa valida frente a los
animales transgénicos para evaluar el efecto en el cerebro de diferentes especies de péptidos AR,
incluso sin la formacion de las placas seniles (18).

Otras consideraciones metodolégicas

Aungue la demencia puede afectar diversas funciones en los humanos, es la alteracién de la memoria
la condicion esencial para considerar su diagnoéstico. La memoria es una funcion cerebral que
clasifica, codifica, almacena y recupera una amplia diversidad de informacion relevante para el sujeto
(149). Cuando se emplean animales como modelos de deterioros conductuales similares a los que
padecen los humanos con demencia, la eleccién de pruebas conductuales y el manejo de los sujetos
son elementos de considerable importancia. Existen diferentes tipos de pruebas conductuales, que se
clasifican generalmente atendiendo al tipo de memoria que se emplea para la ejecucién de la tarea
gue impone la prueba. Por lo que segun el tipo de pruebas es posible evaluar diferentes tipos de
memoria, las cuales se ven afectadas considerablemente en pacientes humanos que padecen
demencia. La memoria espacial, de trabajo y de referencia, se emplea en la ejecucion de tareas que
requieren el almacenamiento de informacién sobre la localizacion espacial de objetos, estimulos y/o
lugares tanto a corto plazo como a largo plazo (149). Entre las pruebas de memoria espacial mas
utilizadas se encuentran los diferentes tipos de laberinto: laberinto en T, Y, radial, de Barnes y el
laberinto acuatico de Morris (150), siendo esta ultima probablemente la prueba mas empleada. El
empleo de la memoria emocional — asociativa, predomina en tareas de evitacién activa y pasiva, en
las cuales se requiere la asociacion entre diferentes clases de sefiales de alerta para evitar un
estimulo aversivo (151). Al mismo tiempo, se suele evaluar la llamada memoria de trabajo u
operativa, como parte de pruebas conductuales de memoria espacial, memoria emocional 0 memoria
de reconocimiento (152, 153). Asi, la seleccion de la prueba conductual puede hacerse en funcién de
la capacidad cognoscitiva que se desea estudiar, de modo que puede verificarse afectacion de un tipo
de memoria en particular e incluso de alguno de sus procesos de formaciéon en especifico. Por otro
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lado, se ha podido constatar que los diferentes tipos de memoria son mas sensible a un tipo de dafo
que a otros, por lo hay pruebas conductuales recomendadas para la evaluacion de alteracion
cognitivo segun el modelo experimental. Otro factor a considerar es que el tipo de memoria afectada
puede estar modulada por la progresion temporal del dafio, de modo que es posible observar como a
medida que se comprometen diferentes estructuras cerebrales y redes neuronales, se afecta
especificamente un tipo de memoria y luego otra.

Tanto como elegir una prueba conductual apropiada, es importante el tratamiento a los sujetos
experimentales. Es necesario garantizar las condiciones Optimas de alojamiento, alimentacion y
manejo por parte del personal cientifico-técnico. La razon mas basica para justificar dichos cuidados,
ademas de la bioética, es la elevada influencia que ejercen el estrés y la ansiedad sobre la conducta
animal (150, 154). Debe considerarse que todo resultado experimental, relativo al aprendizaje y la
memoria, se obtiene a partir de inferencias hechas segun la conducta que manifiesta el animal de
experimentacion ante una tarea. Por lo que, el investigador debe fijar condiciones experimentales que
permitan la menor influencia sobre la conducta animal normal, y en consecuencia, garantiza la
reproducibilidad de sus resultados. Como consenso general, el trabajo con animales de
experimentacion para evaluaciones conductuales de memoria y aprendizaje, requiere: 1) contar con
personal calificado para el manejo de animales de experimentacion, 2) garantizar la alimentacion y
alojamientos Optimas para el animal, 3) realizar las pruebas conductuales en instalaciones con
temperatura y luz controladas, asi como aisladas de ruidos externos extrafios al animal, 4) reforzar el
manejo habitual del animal previo a su empleo en las pruebas conductuales con el fin de reducir el
estrés y transmitir confianza, 5) cumplir rigurosamente con las fases de habituacién necesarias en
caso de ser requeridas (155, 156).

La demencia es un sindrome clinico caracterizado por un deterioro global de las funciones mentales
relativas a aspectos de la cognicidn, las emociones y la ejecucidon de tareas habituales. El
denominador comin de todos los desérdenes demenciales es el deterioro de la memoria y las
facultades cognoscitivas debido a la muerte neuronal. Aun asi, son diversos los eventos
neurobiolégicos que caracterizan a la enfermedad y un Unico modelo experimental no es capaz de
reproducir todas las alteraciones patolégicas observadas en los humanos. Sin embargo, los modelos
animales constituyen actualmente la principal herramienta para la evaluacion de nuevas terapias con
relevancia en aspectos clinicos conductuales. Los modelos descritos en este articulo reproducen
algunos de los principales perjuicios que conducen potencialmente a la aparicion de déficit cognitivo y
demencia, imitando en un ambiente controlado lo que ocurre clinicamente en los humanos. De los
modelos de demencia inducidos farmacolégicamente por administracion sistémica, es el modelo de
escopolamina el que esta implicado fundamentalmente en la afectacion de la neurotransmision
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colinérgica, mientras que el modelo de aluminio genera una respuesta neuroinflamatoria importante
gue se complementa con otro amplio numero de eventos deletéreos. Por otro lado, los modelos de
administracién central afectan mas selectivamente las areas cerebrales implicadas en la memoria y el
aprendizaje. La administracion de estreptozotocina i.c.v genera un estado de resistencia cerebral a la
insulina que compromete el metabolismo energético del cerebro, y con ello, la mayoria de las
funciones cerebrales cognoscitivas. Por su parte, el modelo de administracion de péptidos AB de
diferentes naturalezas, constituye un modelo clasico para el estudio del Alzheimer como la demencia
de mayor prevalencia a nivel mundial. Estos modelos animales ofrecen ventajas importantes frente a
los transgénicos, entre ellas que puede producirse el dafio a partir de sujetos inicialmente sanos y en
cualquier etapa de su vida, puede seguirse el curso de los cambios patolégicos desde el mismo
instante en que se ocasiona el dafio si se cuenta con técnicas sensibles, puede controlarse qué area
cerebral se afecta inicialmente, se puede respetar la hipétesis de que la demencia puede
desencadenarse a partir de un evento concreto sin implicar predisposicion genética, y junto a estas y
otras razones, los moderados costos en comparacién con los transgénicos. De forma general, la
eleccion de un modelo adecuado es a criterio del investigador y en funcion de los objetivos que
persigue. De ahi, que en ocasiones en mas acertado elegir un modelo que manifieste inicialmente un
tipo de afectacion especifica, o por el contrario, que reproduzca la mayor cantidad de signos
biolégicos y clinicos de la enfermedad.
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