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RESUMEN 

 

 La enfermedad de Alzheimer es la principal condición neurodegenerativa que afecta 

a la población adulta mayor, caracterizada por una progresiva pérdida de la memoria. Un 

signo temprano característico de esta enfermedad es el déficit cognitivo, el cual se asocia 

fuertemente a la pérdida de sinapsis. Abundante evidencia muestra que la sinaptopatía 

observada en el paciente, antes de la ocurrencia de neurodegeneración, es causada por la 

presencia de oligómeros solubles del péptido β-Amiloide en el cerebro y en el líquido 

cefalorraquídeo. Estudios realizados en modelos animales de la enfermedad de Alzheimer 

demuestran que la activación y señalización de los receptores glutamatérgicos, forman parte 

del mecanismo tóxico inducido por los oligómeros solubles del péptido β-Amiloide. Este 

mecanismo conduciría a la pérdida de la estructura y funcionalidad de las sinapsis y de los 

mecanismos de plasticidad sináptica, este último considerado el modelo celular de la 

memoria y aprendizaje. Estudios recientes han demostrado una relación entre la actividad de 

los canales formados por Panexina 1 y los mecanismos patológicos asociados a la muerte 

neuronal en condiciones inflamatorias, particularmente asociadas a isquemia, daño 

cerebrovascular y toxicidad mediada por oligómeros solubles del péptido β-Amiloide. Más 

aún, existe evidencia que indica que, en condiciones fisiológicas, la actividad de los canales 

de Panexina 1 modula la inducción de la plasticidad sináptica, y su bloqueo tiene un efecto 

contrario al mecanismo de acción de los oligómeros solubles del péptido β-Amiloide. 

Considerando estos antecedentes, nosotros especulamos que Panexina 1 podría participar en 

el mecanismo fisiopatológico de la enfermedad de Alzheimer. Por esta razón, nos planteamos 

evaluar si el bloqueo farmacológico de los canales de Panexina 1 podría mediar las 

alteraciones morfológicas y conductuales observadas en un modelo animal de la enfermedad 

de Alzheimer. 

 

PALABRAS CLAVES: Enfermedad de Alzheimer, sinapsis, oligómeros solubles de 

péptido β -amiloide, Panexina 1. 
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LISTA DE ACRÓNIMOS 

 

aac: Aminoácidos 

ApoE: Apolipoproteína E 

APP: Proteína precursora amiloide (Amyloid Precursor Protein) 

APP/PS1: Animal transgénico, modelo murino de la enfermedad de Alzheimer 

Aβ: Péptido β-Amiloide 

CA1, CA3: Cuerno de Amón 1 y 3 

EA: Enfermedad de Alzheimer 

GFAP: Proteína acídica fibrilar glial 

KO: Knock out 

LCA: Líquido cefalorraquídeo artificial 

LCR: Líquido cefalorraquídeo 

mGLUR: Receptor glutamatérgico de tipo metabotrópico  

MRO: Memoria de reconocimiento de objetos 

MT: Microtúbulo 

MWM: Laberinto acuático de Morris 

NMDA: Ácido N-metil-D-aspártico 

NMDAR: Receptor glutamatérgico de tipo NMDA 

OF: Campo abierto (Open Field) 

osβA: Oligómeros solubles del péptido β-Amiloide 

Panx: Panexina  
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PBN: Probenecid 

PBS: Buffer fosfato salino (Phosphate saline buffer) 

PS: Plasticidad sináptica 

PSEN: Presenilina  

sAPPβ: Fragmento soluble de la APP cortado por la β-secretasa 

sAPPα: Fragmento soluble de la APP cortado por la α-secretasa 

SNC: Sistema nervioso central 

WT: Silvestre (Wild-type) 
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CAPÍTULO 1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1  Enfermedad de Alzheimer 

 

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una condición neurodegenerativa devastadora 

que se caracteriza por una disminución progresiva de la memoria, lo que lleva finalmente a 

la pérdida de las capacidades de las personas de valerse por sí mismas (1). 

En general, la EA aparece en edad adulta, primordialmente en la vejez, donde 

representa la principal causa de demencia. En la actualidad, alrededor de 36.5 millones de 

personas padecen de esta enfermedad en el mundo y en nuestro país se estima que cerca de 

220 mil chilenos sufren de EA (2).Considerando el creciente aumento en las expectativas de 

vida, sumado a las proyecciones sobre envejecimiento poblacional que indican que nuestro 

país será uno de los países con mayor aumento de la población adulta mayor (3), se hace 

necesario redoblar los esfuerzos conducentes a entender de mejor manera las causas que 

llevan al desarrollo de esta enfermedad.   

Los dos signos histopatológicos característicos de esta enfermedad son los ovillos 

neurofibrilares, que corresponden a residuos intracelulares formados a partir de la 

acumulación de la proteína tau fosforilada aberrantemente, y las placas amiloides, que son 

depósitos extracelulares compuestos por acúmulos del péptido β-Amiloide (Aβ) (4) (Figura 

1). Ambos agregados proteicos insolubles se acumulan y depositan en regiones del cerebro 

importantes para la memoria y el aprendizaje, y han sido identificados como causantes del 

proceso neurodegenerativo (5). Se sugiere que estas lesiones corresponden a etapas más 

avanzadas de la enfermedad (6), puesto que no existe una relación entre la aparición de estas 

lesiones y el déficit cognitivo temprano observado en pacientes.  
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Figura 1. Lesiones histológicas características de la enfermedad de Alzheimer. A, ovillos 

neurofibrilares compuestos por la proteína tau anormalmente fosforilada durante la EA. En 

condiciones normales la proteína tau se acumula en los axones y se asocia a los microtúbulos 

(MT) cumpliendo una función estabilizadora, sin embargo, bajo condiciones patológicas 

como la EA y otras tauopatías, es hiperfosforilada en múltiples sitios lo que determina su 

disociación de los microtúbulos y su deposición. B, placas amiloides formadas por 

agregados insolubles de Aβ. En condiciones patológicas la proteína precursora amiloide 

(APP) es cortada por las enzimas β-secretasa y -secretasa generando el Aβ de 40-42 

aminoácidos de longitud, el cual tiene la potencialidad de agregarse y formar agregados 

tóxicos insolubles como fibrillas y placas. Modificado de Gotz y Ittner 2008. y 
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1.2 Procesamiento de la APP, generación del péptido β-Amiloide  

 

 El Aβ, principal constituyente de las placas amiloides, es producido a partir del 

procesamiento de la proteína precursora del amiloide, APP (Amyloid Precursor Protein) (4). 

La APP es una proteína de transmembrana expresada en un gran número (N°) de tejidos que 

cumple diversos roles en la regulación de importantes funciones celulares especialmente en 

el sistema nervioso central, particularmente como molécula de adhesión, como factor de 

crecimiento y como señal que mantiene la actividad neuronal (7). Durante su procesamiento, 

la APP es objeto de cortes secuenciales llevados a cabo por complejos enzimáticos 

denominados: α-secretasa (perteneciente a la familia de proteínas ADAM, A Disintegrin And 

Metalloproteinase family enzime), β-secretasas (denominadas BACE 1, β-site APP-Cleaving 

Enzime 1) y -secretasas (grupo de enzimas compuestas de presenilina 1 y 2) (8). Estas 

enzimas cortan la APP generando dos vías de procesamiento, una vía amiloidogénica y una 

vía no amiloidogénica (4) (Figura 2). La APP es mayoritariamente procesada por la vía no 

amiloidogénica y la fracción restante de moléculas de APP son sustrato para la vía 

amiloidogénica. La mayor parte del Aβ producido es de 40 residuos aminoacídicos (Aβ40), 

mientras que una pequeña fracción (~10 %) corresponde a una variante de 42 residuos (Aβ42). 

Esta variante Aβ42 es más hidrofóbica y más propensa a formar fibrillas (4). La 

individualización de familias con antecedentes de presentar la EA permitió la identificación 

de diversas mutaciones en los genes APP, PSEN1 y PSEN2, las cuales afectan el metabolismo 

y estabilidad del péptido β-A (9,10,4,11,8). La primera causa genética identificada en 

familias con EA fue la presencia de mutaciones en el gen que codifica la APP, basados en la 

observación de que pacientes con síndrome de Down que llevan una copia extra del 

cromosoma 21 (trisomía 21) presentan una ocurrencia prematura de neuropatología 

relacionada con la EA (9,4). Desde entonces se han identificado numerosas mutaciones en el 

gen de la APP (Figura 2), como la denominada “London mutation”, la primera mutación 

identificada (12) o la “Swedish mutation” (APPSwe), que corresponde a una doble sustitución 

aminoacídica que lleva a una sobreproducción del Aβ por medio de la vía β secretasa 

(10,4,11,8).  
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Figura 2. Diagrama esquemático de la APP y su procesamiento. A, El Aβ  se origina a 

partir de la proteólisis de la APP, una proteína de transmembrana que contiene de 695-770 

residuos aminoacídicos. La APP presenta un péptido señal (PS) en su extremo NH2 terminal 

de 17 aminoácidos (aac.), un dominio inhibidor de serina proteasas del tipo Kunitz (KPI) y 

un único dominio que atraviesa la membrana (TM) entre los aac. 700-723. La APP sufre 

procesamiento proteolítico secuencial a través de dos vías. La APP es procesada 

predominantemente a través de la vía no amiloidogénica, la cual impide la formación del 

Aβ. El primer corte enzimático es mediado por la enzima α-secretasa, dentro de la región 

del Aβ por tanto previniendo su formación. Dos fragmentos son liberados, un gran 
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ectodominio soluble (APPsα) y un fragmento más pequeño carboxi terminal de 83 residuos 

aac. (C83) que queda retenido en la membrana. Adicionalmente el fragmento C83 puede 

sufrir un posterior corte mediado por la γ-secretasa generando el péptido p3. La segunda 

vía de procesamiento corresponde a la vía amiloidogénica que lleva a la formación del Aβ. 

En esta vía la proteólisis inicial es llevada a cabo por la β-secretasa, generando la secreción 

de un fragmento soluble ligeramente truncado (sAPPβ) y dejando un fragmento de 99 aac. 

en la membrana (C99). Posteriormente este fragmento C99 es cortado dentro de los 38-43 

aac. desde su extremo NH2 por el complejo enzimático γ-secretasa generando el  Aβ. Este 

corte produce predominantemente Aβ40, y el más amiloidogénico Aβ42 a una razón de 10:1. 

DCIA, dominio citoplasmático intracelular de la APP. Los cortes de las enzimas α-, β-, -
secretasas son indicados con flechas. Las mutaciones para la APP asociadas a la EA familiar 

son: K670N/M671L (Swedish mutation), A692G (Flemish mutation, E693G (Artic mutation), 

E693Q (Dutch mutation), T741I (Austrian mutation), V715M (French mutation), I716V 

(Florida mutation), V717I y V717G (London mutation), V717F y V717L (Indiana mutation) 

y L723P (Australian mutation). (Modificado de Selkoe, 2001).  B, Dibujo del procesamiento 

de la APP en la membrana celular, las mutaciones en la APP favorecen la producción de β-

A al aumentar la actividad de la β-secretasa. Por su parte las mutaciones en PSEN1/PSEN2 

aumentan la actividad de la γ-secretasa. A, Ala; C, Cys; D, Asp; E, Glu; F, Phe; G, Gly; H, 

His; I, Ile; K, Lys; L, Leu; M, Met; N, Asn; P, Pro; Q, Gln; R, Arg; S, Ser; T, Thr; V, Val; 

W, Trp; Y, Tyr. (Modificado de Goedert y Spillantini 2006; Patterson y col. 2008).  

 

Otras mutaciones tales como “Arctic mutation” (APPArc) o la “Dutch mutation” 

aumentan la agregación del Aβ, llevando a una forma agresiva y de temprano inicio de la EA 

y a una demencia vascular con hemorragias cerebrovasculares respectivamente (10,8). 

Mutaciones en los genes PSEN1 (cromosoma 14) y PSEN2 (cromosoma 1) influencian el 

metabolismo de la APP promoviendo la producción del altamente amiloidogénico Aβ42, 

aumentando la actividad γ-secretasa (13,8).  

Mientras las mutaciones autosómicas dominantes en la APP son causas poco frecuentes 

de la EA, la presencia del alelo 4 de la apolipoproteína E (ApoE) en el cromosoma 19, 

constituye el mayor factor de riesgo genético asociado a familias con EA de inicio tardío (10, 

4). En este sentido la presencia de la proteína ApoE4 ayuda a acelerar la enfermedad 

principalmente en pacientes mayores de 60 años y es el principal factor de predisposición de 

la enfermedad en humanos (10). También hay evidencia de que la presencia del alelo 2 

confiere protección contra el desarrollo de la enfermedad (4). 

Para entender los mecanismos de formación de placas y agregación del Aβ, se ha hecho 

necesaria la búsqueda de modelos animales que repliquen los rasgos de la EA. Es así como 
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se han desarrollado animales transgénicos, los cuales llevan las mutaciones asociadas a la 

forma familiar de esta enfermedad. A la fecha se han descrito alrededor de 59 ratones 

transgénicos relacionados al gen APP, 17 ratones relacionados al gen PSEN1 y 6 ratones 

relacionados al gen PSEN2 (14). Estos modelos han sido de gran utilidad para estudios 

farmacológicos dirigidos a retardar la formación de placas o incluso remover las placas 

existentes, analizar los efectos del Aβ sobra la plasticidad sináptica y sobre algunos 

paradigmas conductuales como una aproximación a los efectos sobre la función cognitiva. 

Sin duda tales modelos han constituido una valiosa herramienta para el estudio de esta 

enfermedad. Uno de estos modelos es el ratón APP/PS1, el cual expresa la mutación swedish 

en el gen APP y una deleción en el exón 9 del gen PSEN1 (15). 

 

1.3 Hipótesis amiloide 

 

 El descubrimiento del  Aβ como principal constituyente de las placas amiloides centró 

la atención en el rol de este péptido en la fisiopatología de la EA. Esto llevó a la formulación 

de la teoría más aceptada sobre la etiología y patogénesis de la EA, la hipótesis amiloide. 

Esta hipótesis establece esencialmente que la sobreproducción del Aβ junto con la reducción 

en su degradación lleva a una serie de fenómenos desde la oligomerización del Aβ hasta la 

gradual deposición amiloide, lo que trae como consecuencia la formación de ovillos 

neurofibrilares (5) y posteriormente falla sináptica, daño neuronal y la alteración en la 

memoria (16, 5) (Figura 3). Por tanto, de acuerdo con esta hipótesis, la deposición del 

amiloide precedería a la formación de ovillos. Diversas evidencias soportan esta hipótesis. 

En primer lugar, la identificación del Aβ como principal constituyente de las placas amiloides 

en individuos con Síndrome de Down (Trisomía 21) y pacientes con la EA, y junto con ello 

la observación de que individuos con Síndrome de Down padecen de signos neuropatológicos 

asociados a la EA (17–19). En segundo lugar, la evidencia aportada por los modelos animales 

transgénicos que expresan mutaciones relacionadas con la forma familiar de la EA muestran 

un aumentado procesamiento proteolítico de la APP, sobreexpresan el Aβ, desarrollan 

oligómeros y placas amiloides y muestran funcionamientos cognitivos alterados medidos a 
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través de diversas pruebas conductuales (20–23). En particular, la generación de un ratón 

transgénico que lleva mutaciones en los genes APP y PSEN1 (EA Familiar) junto con una 

mutación en el gen tau, muestran patología amiloide antes de la formación de ovillos (24). 

Otras evidencias obtenidas en animales normales tratados con oligómeros del Aβ extraídos 

de pacientes con EA muestran tanto funcionamiento conductual como mecanismos de 

plasticidad alterados (25–27).  

 

 

Figura 3. Hipótesis amiloide. Secuencia hipotética de eventos patogénicos que llevan a la 

EA. Modificado de Haass y Selkoe 2007.  
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Las manifestaciones clínicas de la EA son el resultado de cambios y modificaciones en 

el cerebro de las personas que padecen este mal, y se caracterizan por la presencia de placas 

amiloides y ovillos neurofibrilares, degeneración neuronal, pérdida de sinapsis y disminución 

en los niveles de ciertos neurotransmisores en regiones cerebrales involucradas en la 

memoria (16). Ha sido difícil establecer cuál de todas las formas del Aβ encontradas en el 

cerebro de pacientes con EA induce los cambios neuropatológicos y los síntomas 

neurológicos que caracterizan la enfermedad. 

Originalmente se postuló que la aparición de placas con formas insolubles del Aβ era 

responsable de gatillar la enfermedad y explicaba por tanto las alteraciones en la memoria. 

Sin embargo, ha sido complicado establecer una correlación entre la aparición de placas y el 

temprano déficit cognitivo observado, y podrían corresponder a una etapa más avanzada de 

la enfermedad. Adicionalmente, la presencia de placas amiloides en el cerebro de individuos 

no dementes puso en duda la responsabilidad de las placas en la patogénesis de la enfermedad 

(28). Incluso, hay quienes piensan que las placas amiloides serían una consecuencia frente a 

otro evento patogénico y cumplirían un rol más bien protector frente al daño neuronal (29).  

Además, estudios con animales transgénicos para la EA han evidenciado que los 

cambios patológicos (cognitivos y sinápticos) ocurren antes del inicio de la deposición 

amiloide (30,31). Por otro lado, varios tipos de ensamblajes del Aβ han sido descritos, 

incluyendo protofibrillas, estructuras anulares, paranúcleos, ligandos difusibles derivados del 

Aβ (también conocidos como ADDLs), globulómeros y fibrillas amiloides (32,33). Algunos 

de estos ensamblajes corresponden a formas oligoméricas solubles, los cuales posteriormente 

pueden adoptar una configuración fibrilar volviéndose insolubles (33).  

Un gran cuerpo de evidencia implica la participación de oligómeros solubles en el 

temprano declive cognitivo soportando un rol patogénico para estas estructuras en el 

desarrollo de la EA (32,34,35), aun cuando también existe evidencia para un rol patogénico 

de las placas amiloides en el daño cognitivo asociado a la EA (36,37). 

Diversos estudios demuestran que la presencia del Aβ desencadena una importante 

astrogliosis, un aumento anormal de astrocitos. Cabe destacar una investigación realizada 

con cultivos primarios de neuronas y glías (38), incubados con el Aβ , en donde se 

desencadenó una cascada inflamatoria, con sobreactivación en cadena de microglías, 
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astrocitos (astrogliosis) y neuronas. Lo anterior trajo como consecuencia la sobreactivación 

de canales como Panexina 1 (Panx1) y una alta tasa de muerte neuronal, la cual disminuyó 

al agregar a estos cultivos Probenecid (PBN), un bloqueador de los canales de Panx1. 

Panx1 es una proteína de membrana que forma canales no selectivos, estructuralmente 

similares a los hemicanales de unión gap (Figura 4). Son permeables a iones, nucleótidos y 

otras moléculas pequeñas por debajo de 900 Da (39).  

La actividad de Panx1 ha sido implicada en la señalización paracrina, tanto en 

condiciones fisiológicas como patológicas (40) y la regulación inflamasómica. Estudios 

recientes en diferentes modelos animales demostraron que la sobreactivación de Panx1 se 

correlaciona con una desaparición selectiva de varios tipos de neuronas. La lista de 

activadores de Panx1 incluye ATP extracelular, glutamato, alto K+, Zn2+, factores de 

crecimiento de fibroblastos, citocinas proinflamatorias y elevación de Ca2+ intracelular. La 

mayoría de estas moléculas se liberan después de una lesión mecánica, isquémica o 

inflamatoria del sistema nervioso central (SNC) y activan rápidamente el canal Panx1. (41).  

A diferencia de las conexinas, que están cerradas a concentraciones de Ca2+ extracelular a 

nivel fisiológico (42), las panexinas permanecen abiertas y pueden pasar Ca2+ extracelular a 

través de la membrana plasmática.  
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Figura 4. Topología de membrana de los tres miembros de la familia de Panexinas 

y formación de panexones. Las panexinas son proteínas con cuatro dominios de 

transmembrana, tienen dos asas extracelulares (EL1- EL2), además de un asa intracelular 

(IL), amino terminal (NT) y carboxilo terminal (CT). Un canal o panexón está formado por 

6 unidades de panexinas (43). 

 

1.4 Enfermedad de Alzheimer, morfología neuronal y sinapsis 

 

Las neuronas son células especializadas cuya morfología polarizada les permite 

procesar información (44). Presentan un árbol dendrítico altamente complejo y ramificado, 

crucial para recibir diversos contactos provenientes de otras neuronas, estableciendo sinapsis, 

y así integrar múltiple información que será transmitida desde el soma a través del axón 
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codificada en señales eléctricas para continuar con su transmisión (44). Las sinapsis son 

estructuras esenciales para la comunicación neuronal, compuestas por un compartimento 

presináptico, que contiene la maquinaria para la liberación de neurotransmisor, y un 

compartimento postsináptico, formado por la maquinaria que detecta los neurotransmisores 

y transduce las señales activadas por éstos (45). La pérdida de sinapsis es el signo que se 

relaciona más fuertemente con el déficit cognitivo (6). Hoy en día, abundante evidencia 

indica que la presencia de osAβ en el cerebro y en el líquido cefalorraquídeo (LCR) de 

pacientes con EA (46–48) son responsables del declive temprano en la memoria (34,49). 

Estos antecedentes han sido avalados en modelos animales para esta enfermedad, donde se 

ha evidenciado que los osAβ ejercen una amplia variedad de efectos nocivos sobre las 

sinapsis (50) antes de que la neurodegeneración sea evidente (32,35,51,52). De hecho, se ha 

demostrado que los osAβ se unen preferentemente a las sinapsis (53), donde interactúan con 

una amplia gama de objetivos sinápticos, como la proteína priónica (54), receptores 

nicotínicos de acetilcolina α7, transportadores de glutamato (52), receptores de insulina (55), 

receptores ionotrópicos de glutamato del tipo NMDA (NMDAR) (56) y receptores 

metabotrópicos de glutamato del tipo mGluR5 (57,58), explicando su preferencia por estas 

estructuras. Esta unión con receptores sinápticos determina una serie de modificaciones en 

la actividad de estos receptores y en consecuencia en la funcionalidad de las sinapsis (59). 

Por ejemplo, se ha observado que los osAβ  inducen alteraciones en la función y expresión 

de NMDAR, como su sobreactivación, donde en consecuencia a la exposición de 

concentraciones elevadas de glutamato, se produce una entrada masiva de Ca2+, aumentando 

los niveles de Ca2+ intracelular, lo cual desencadena el mecanismo de muerte celular 

conocido como excitotoxicidad (60,61). Estas alteraciones, afectan a su vez los mecanismos 

de plasticidad sináptica (PS), un conjunto de mecanismos de modificaciones en la actividad 

sináptica que se piensan son los mecanismos celulares que explican la memoria y el 

aprendizaje (62). Estos cambios en la actividad sináptica se acompañan a su vez con 

modificaciones en la estructura sináptica, particularmente en las espinas dendríticas, las 

cuales son estructuras especializadas de la membrana dendrítica que contienen la maquinaria 

proteica (receptores y proteínas de señalización) que soportan esta comunicación (63). En 

este contexto, se ha observado que los osAβ pueden alterar por un lado la estabilidad y el 

tráfico de receptores de glutamato en la membrana sináptica (64,65), y por otro lado el 
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citoesqueleto neurítico, modificando de esta manera la morfología dendrítica y la estructura 

y composición de las espinas dendríticas (53,66–68), sitios preferentes de formación de las 

sinapsis excitatorias (69).  

Recientemente se ha propuesto que la interacción entre el NMDAR, el canal de Panx 

1 y la familia de quinasas Src, determina una señalización metabotrópica la cual es esencial 

para el desarrollo de la respuesta excitotóxica frente a condiciones de isquemia y daño 

cerebrovascular (70). En este contexto, se ha observado que, bajo condiciones isquémicas, 

los canales de Panx1 se abren por activación del NMDAR (71), y la sobreactivación de los 

NMDARs desencadena una actividad neuronal exacerbada que puede ser inhibida por el 

bloqueo de los canales de Panx1 (72), soportando adicionalmente una asociación entre el 

canal de Panx1 y el NMDAR en condiciones patológicas. Estudios posteriores han mostrado 

que el tratamiento de rebanadas de hipocampo de ratón con osAβ, induce la muerte neuronal 

a través de un aumento en el tráfico y actividad de canales de Panx1 en neuronas, sugiriendo 

una asociación entre canales de Panx1 y osAβ(38).  

En un estudio realizado en nuestro laboratorio sobre un modelo Knock-Out (KO) de 

Panx1, cuyo manuscrito se encuentra aún en preparación, se observaron modificaciones a 

nivel del citoesqueleto de actina con la consecuente modificación en la morfología dendrítica 

y de las espinas dendríticas. Esto sugiere que los procesos dependientes del citoesqueleto 

neuronal que median la actividad y estructura neuronal pueden ser modulados por la Panx1. 

En este sentido, existe evidencia de que los osAβ afecta los procesos dependientes del 

citoesqueleto neuronal tal como la morfología de las espinas dendríticas (68) y antecedentes 

de nuestro laboratorio, que aún no son publicados, sugieren que el bloqueo de Panx1 puede 

mitigar estos efectos. 

 

1.5 Enfermedad de Alzheimer y memoria  

 

La fase inicial de la EA se caracteriza por un progresivo deterioro en la memoria 

episódica o declarativa (73,74). La memoria declarativa se refiere a la capacidad de recordar 
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conscientemente hechos y eventos, y depende de la integridad del lóbulo temporal medial, el 

cual comprende el hipocampo, el giro dentado, el complejo subicular, junto con las cortezas 

entorrinal, perirrinal y parahipocampal (75,76).  

Recientemente se ha observado en modelos transgénicos para la EA, un deterioro 

progresivo en tareas conductuales que evalúan la capacidad cognitiva antes de la deposición 

amiloide (35,77). Al respecto se ha propuesto que la acumulación de osAβ ocurriría 

temporalmente en etapas tempranas del desarrollo patológico en modelos animales y 

probablemente también durante el deterioro cognitivo leve en humanos (6,78–81). En 

concordancia con esta hipótesis, se ha encontrado que la inyección de osAβ derivados de 

líneas celulares en ratas normales induce alteraciones en la función cognitiva (82,83). 

Otros estudios han descrito que la ausencia de los canales formados por Panx1 modifica 

la inducción de PS y modula la memoria hipocampal (84–86) los cuales van en la dirección 

de cambio contrario a lo observado en modelos para la enfermedad de Alzheimer (86). Más 

aún, se ha evidenciado que la ausencia de esta proteína determina modificaciones a nivel del 

citoesqueleto de actina con la consecuente modificación en la morfología dendrítica y de las 

espinas dendríticas (87). Considerando que las espinas dendríticas son estructuras 

enriquecidas en actina, que su morfología depende de las dinámicas del citoesqueleto de 

actina, y que alteraciones en ella determinan perturbaciones en la PS y la memoria, entonces 

cabe preguntarse si los canales de Panx1 pueden estar relacionados con las alteraciones 

morfológicas en dendritas y espinas dendríticas producidas por los osAβ. Por ello, es 

importante conocer si el bloqueo farmacológico de los canales de Panx1 afecta los 

mecanismos patológicos de los osAβ sobre la morfología neuronal y dendrítica.   

PBN es un fármaco aprobado clínicamente que se utiliza, desde hace muchos años, 

principalmente para el tratamiento de la gota y la hiperuricemia con un perfil limitado de 

efectos adversos (88). La intención inicial de este medicamento fue ser usado en tratamientos 

de cuadros infecciosos con antibióticos derivados de la penicilina, permitiendo una mayor 

disponibilidad de los antibióticos en la circulación y así disminuir o retardar la excreción 

renal de la penicilina (89). Además, se ha demostrado su especificidad por canales formados 

por Panx, inhibiéndolos selectivamente. Sin embargo, no está claro cómo PBN accede y 

afecta a este canal, aunque puede actuar a través de interacciones con el dominio hidrofílico 
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de la proteína o acceder al canal a través de la bicapa lipídica (90). En un estudio preliminar 

(91), se analizaron aspectos neurodegenerativos en hipocampos de rata tras ser inyectadas 

con Aβ intrahipocampal y tratadas con distintos fármacos inyectados vía intraperitoneal, 

incluido PBN (aunque utilizado para mantener los niveles de otros fármacos en circulación), 

donde se observó que la administración de PBN por sí sola produjo una disminución de 

células degeneradas en comparación al control (sólo inyección intrahipocampal de Aβ) y una 

mayor cantidad de células viables, concluyendo que este fármaco tendría un efecto 

neuroprotector.  

En base a lo anteriormente planteado, nos hemos propuesto analizar el efecto de PBN 

en las alteraciones morfológicas cerebrales, así como en la cognición, en un modelo murino 

de EA, bloqueando con este fármaco los canales de Panx1.
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CAPÍTULO 2. PRESENTACIÓN DEL PROBLEMA  

 

2.1 Pregunta de investigación 
 

¿El bloqueo farmacológico de Panx1 con PBN, podría atenuar las alteraciones 

cognitivas y morfológicas cerebrales inducidas por Aβ, en un modelo murino de EA? 

 

 2.2 Hipótesis 

 

El fármaco PBN inhibe los canales de Panx1 disminuyendo las alteraciones, tanto 

cognitivas como morfológicas cerebrales, inducidas por Aβ en la EA. 

 

 2.3 Relevancia 
 

Este proyecto se enmarca en la investigación básica con una potencial utilidad 

clínica, como una estrategia de innovación en salud, considerando que el entendimiento 

de los mecanismos de señalización mediados por los canales de Panx1 podrían dar luces 

de potenciales tratamientos farmacológicos para la EA, como el PBN que es un fármaco 

ya utilizado en humanos.  Además, cabe destacar que la EA es una patología cada vez más 

relevante, debido al aumento progresivo de la población de adultos mayores tanto a nivel 

país como mundial. 
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CAPÍTULO 3. OBJETIVOS 

 

 3.1 Objetivo General  

 

Evaluar los efectos del bloqueo farmacológico de Panx1, en las alteraciones 

cognitivas y morfológicas cerebrales, presentes en un modelo murino de la EA. 

 3.2 Objetivos específicos 

 

I. Determinar la función cognitiva de los ratones WT y APP/PS1, antes y después del 

tratamiento con PBN 

II. Describir la expresión de Panx1 en el cerebro de ratones WT y APP/PS1  

III. Comparar la expresión de Panx1 en el cerebro de ratones WT y APP/PS1  

IV. Comparar signos de neurodegeneración en el cerebro de ratones WT y APP/PS1 con 

y sin tratamiento con PBN 

V. Comparar la morfología y densidad dendrítica en el cerebro de ratones WT y 

APP/PS1 con y sin tratamiento con PBN
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CAPÍTULO 4. MATERIALES Y METODOS 

 

4.1 Tipo de diseño 

 

El diseño utilizado fue de tipo experimental, analítico y prospectivo. 

-Experimental, ya que el investigador, ejerce máximo control de las variables con una 

metodología cuantitativa, en este caso con el uso de tratamiento farmacológico. 

-Analítico, ya que su finalidad es evaluar una relación causal entre un factor de riesgo 

y un efecto (enfermedad). 

-Prospectivo, ya que el inicio de la investigación es anterior a los hechos estudiados y 

los datos se recogen a medida que van sucediendo.  

 

4.2 Descripción de la población de estudio 

 

En este trabajo utilizamos dos cepas de ratones: el ratón silvestre C57bl/6 o WT (ratón 

control) y los ratones transgénicos APPswe/PSEN1dE9 (APP/PS1 modelo de EA), machos 

y hembras de 18 meses de edad (ver anexo 1).  

Todas las cepas de ratones fueron mantenidos en el bioterio de la Escuela de Medicina 

de la Universidad de Valparaíso. El cuidado y alimentación diaria de los animales estuvo 

bajo el cuidado del personal técnico del bioterio. Los animales fueron mantenidos en una 

habitación con temperatura controlada (21 +/- 2°C), en un ciclo de 12 horas de luz/12 horas 

de oscuridad, con alimento (Prolab RMH 3000) y agua ad libitum. Alternativamente la cepa 

transgénica APP/PS1 se obtuvo por donación del investigador Dr. Claudio Hetz provenientes 

del Bioterio Central de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile. Después cumplir 
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el periodo de cuarentena, se trasladaron a la sala de mantención en donde se estableció una 

colonia de reproducción y expansión para su uso experimental. 

Durante un mes, y previo al inicio de la fase experimental, dos grupos de animales (un 

grupo de 6 APP/PS1 y otro grupo de 4 WT) fueron mantenidos individualmente en jaulas de 

mantención, período en el cual fueron alimentados adicionalmente al alimento habitual con 

un gel para roedores (Medigel sucralose; ClearH2O, Portland, ME, USA) en el cual el primer 

grupo, tuvo el gel suplementado con el fármaco PBN (P8761, Sigma Aldrich, MO, USA) a 

una dosis de 100 mg/kg (ver anexo 2), y el segundo grupo sólo recibió un placebo, que es el 

mismo gel con el vehículo (VEH) en que fue preparado el PBN (ver anexo 2). Cada uno de 

estos animales recibió 4 ml de gel diario correspondiente a una de 10 porciones por sachet 

de gel. 

Los animales fueron manipulados y procesados de acuerdo con el protocolo de 

manipulación animal aprobado por el comité de cuidado y uso de animales de laboratorio 

(CICUAL) de la Universidad de Valparaíso (# BEA 064-2015). 

 

4.3 Muestreo y tamaño muestral 

 

El tipo de muestreo utilizado fue no probabilístico por conveniencia, debido a que 

seleccionamos un grupo de animales determinado de cada cepa, con las características de 

interés para nuestra investigación. 

El tamaño muestral (n=10), se estimó considerando utilizar el menor N° de animales 

necesarios para obtener resultados estadísticamente significativos. Por otro lado, se utilizaron 

los mismos animales para la realización de diferentes tipos de evaluación experimental. 
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4.4 Variables   

- De exposición:   

● Presencia /ausencia de tratamiento con PBN 

 - De resultado:   

● Neurodegeneración: Células viables/inviables (picnóticas y cariorréxicas) 

● Arborización dendrítica, N° de intersecciones (ramificaciones) y longitud del 

árbol dendrítico 

● Función cognitiva:  

o Distancia recorrida, N° de entradas a la periferia y centro del laberinto y 

distancia recorrida en la periferia y centro del laberinto en test Open Field (OF) 

o Tiempo de exploración en objeto nuevo (seg), con test de Memoria 

reconocimiento de objetos (MRO)  

o Latencia de escape (seg) y distancia recorrida (cm) con test de Memoria 

espacial (MWM)  

 

4.5 Fuentes y método de recolección de datos 

 

● Bitácora de registro diario de alimentación de animales con Medigel 

● Microscopio óptico Leica DM500 implementado con cámara digital Leica ICC50W 

● Microscopio confocal de barrido laser Nikon C1 Plus 

● Cámara lúcida para realizar dibujos de tejidos con tinción de Golgi-Cox 

● Software de análisis de imagen Image J 1.6 

● Software de análisis y registro videos conductuales AnyMaze 
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4.6 Criterios de inclusión y exclusión 

4.6.1 Criterios de inclusión: 

 

● Animales de 18 meses de edad 

● Animales de la cepa C57BL/6J o transgénico APPswePS1Δ9 

● Animales con un peso aproximado de 40gr 

● Animales de apariencia y comportamiento normal (sin presencia de barbering) 

● Animales que muestren una óptima realización del test OF, donde se evalúa la 

movilidad del animal por el centro del laberinto  y el tiempo en que permanece en la 

periferia 

4.6.2 Criterios de exclusión: 

 

● Animales heterocigotos 

● Animales con evidentes signos de daño físico 

● Animales con problemas de desplazamiento o ansiedad, medidos por OF (los 

animales no presentan desplazamiento).

 

 

4.7 Estudios conductuales 

 

Todos los animales se sometieron a estudios conductuales previo a su tratamiento con 

el gel suplementado con PBN  o VEH, según corresponda, para evaluar su función cognitiva 

y locomotora.  
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Luego del término de estos estudios, un grupo de animales (3 APP/PS1 y 2 WT) (ver 

anexo1) fue alimentado con un gel suplementado con el bloqueador de Panx1 PBN (a una 

concentración de 100 mg/Kg), y otro grupo (3 APP/PS1 y 2 WT) que se alimentó sólo con el 

gel con el VEH utilizado para preparar el PBN (20 mM NaOH), durante 4 semanas.  

Luego de cumplir el tiempo de administración de PBN, se les realizó a los animales 

nuevamente la misma caracterización conductual mediante las pruebas de OF y MRO, para 

evaluar algunos tipos de memoria que se afectan en el ratón APP/PS1.  

Todos los test conductuales fueron realizados en una pieza acondicionada para ello, 

con T° (21º +/- 2ºC), con un ruido blanco (50 dB) y luminosidad regulada (200 lux).  

 

 

4.7.1 Test Open Field  

 

Esta prueba se realizó para analizar la actividad locomotora de los animales. Para 

realizarla se utilizó una caja cuadrada de acrílico blanco de 50 cm × 40 cm × 63 cm. La 

prueba se realizó durante 3 días seguidos, con una sesión diaria en la cual los ratones exploran 

la superficie completa por 5 minutos, registrándose con una cámara de video (Figura 5).  

Se analizaron los siguientes parámetros: a) distancia total de exploración; b) distancia 

recorrida en la periferia y centro del laberinto y c) N° de entradas a la periferia y centro del 

laberinto. El análisis de los videos fue realizado con el programa Any Maze. 
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Figura 5: Laberintos utilizados en la caracterización conductual de OF. A, Laberinto 

utilizado para la prueba donde se muestra al animal recorriéndolo. B, Diagramas 

representativos de la prueba y su recorrido 

 

 

4.7.2 Memoria de Reconocimiento de Objetos  

 

Esta prueba permite analizar el nivel de exploración preferencial de objetos nuevos 

observada en los roedores (92). Se realizó utilizando la misma caja de la prueba anterior, con 

la diferencia de que además se utilizaron objetos de cerámica, vidrio y plástico de diferentes 

formas (Figura 6). 

La prueba se aplicó durante 2 días seguidos, con una única sesión diaria, la que consiste 

en tres fases: (i) Fase de familiarización, en donde los animales exploran durante 5 minutos 

dos objetos idénticos; ii) Fase de retención, donde los animales son removidos de la caja por 

1 hr, la caja es limpiada, y los objetos limpiados y cambiados por un objeto nuevo y una copia 

extra de los objetos idénticos de la fase (i) (en adelante objeto familiar) y (iii) Fase de 

reconocimiento, donde los animales exploran durante 5 minutos el objeto nuevo y el objeto 

familiar (Figura 6).  
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Figura 6: Laberintos utilizados en la caracterización conductual de MRO.                                

A, Laberinto utilizado para la prueba de MRO donde se muestra la fase de familiarización 

con los objetos idénticos.  B, Laberinto utilizado para la prueba de MRO donde se muestra 

la fase de reconocimiento con un objeto idéntico a la fase anterior y un objeto nuevo. C-D, 

Diagramas representativos de cada una de las fases junto a sus recorridos. 

 

Para determinar la memoria de reconocimiento de objetos, se estimó un Índice de 

Preferencia (IP) que corresponde a: 
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donde, tiempo de exploración total corresponde a la suma de los tiempos de exploración 

para los objetos nuevo y familiar en la fase de exploración. También se estimó la latencia a 

la primera visita al objeto nuevo y el N° total de visitas. 

Luego de terminada cada sesión y durante la Fase de retención, los objetos y la caja 

son limpiados con etanol 70%. La ubicación de los objetos fue determinada 

pseudoazarosamente.  

 

 

4.7.3 Laberinto acuático de Morris 

 

Esta prueba se realizó para evaluar la memoria espacial de los ratones. Se utilizó una 

piscina circular de 120 cm de diámetro y 60 cm de altura, la que posee claves visuo-espaciales 

de color negro, de formas (triángulo, cuadrado, círculo y cruz) y localizaciones fijas 

equidistantes (cuatro puntos cardinales), distribuidas en 4 cuadrantes. La piscina contiene en 

su interior una plataforma circular acrílica de superficie rugosa de 12-15 cm de diámetro y 

90 cm de alto, la que se ubicó entre las claves cuadrado y cruz.  

El primer día de experimento consiste en una fase de habituación, en donde todos los 

animales fueron introducidos en la piscina mirando hacia la pared y desde la posición opuesta 

a la que se encontró más adelante la plataforma. Durante este tiempo, los animales nadaron 

libremente durante 1 minuto, se familiarizaron con la piscina y reconocieron los espacios y 

las claves visuo-espaciales presentes, sin embargo, en esta fase de habituación aún no se 

introdujo la plataforma al interior de la piscina. 

El segundo día de experimento consiste en un pre-entrenamiento de los animales, en el 

cual se introdujeron a la piscina mirando hacia la pared, pero esta vez desde una posición 

aleatoria, exceptuando el cuadrante en donde se encuentra la plataforma. Durante este pre-

entrenamiento se introdujo la plataforma en el cuadrante preestablecido y se dejó visible 1 

cm sobre la superficie del agua. Los animales nadaron por 1 minuto, tiempo durante el que 

debían encontrar la plataforma y subirse a ella para salir del agua y estar a salvo. En caso de 
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que durante ese tiempo no encontraran la plataforma, se les guiaba hacia ella, tomándoles 

desde la base de la cola, con el objetivo de que encontraran la plataforma y conocieran su 

posición en la piscina. Una vez sobre la plataforma, los ratones permanecieron 15 segundos 

y después se llevaron a su caja a descansar durante 1 minuto. Este procedimiento se repitió 

dos veces. 

Durante los días tres, cuatro, cinco y seis, se realizó el entrenamiento de los ratones, en 

el cual se introdujeron a la piscina mirando hacia la pared, desde una posición aleatoria, 

exceptuando el cuadrante en donde se encontraba la plataforma. Durante el entrenamiento se 

introdujo la plataforma en el cuadrante preestablecido, sin embargo, no era visible, puesto 

que se encuentra sumergida 1 cm. Para evitar que los ratones vieran la plataforma, se pintó 

el agua de color blanco, de modo que pudieran nadar a ella sólo recordando las claves visuo-

espaciales. Cada uno de los 4 días de entretenimiento consistieron en tres bloques de 1 

minutos cada uno, separados con un lapso de 15 minutos cada uno. Durante cada bloque los 

animales permanecieron 1 minuto nadando dentro del agua, otro minuto descansando en una 

caja fuera del agua y el tercer minuto dentro del agua nadando nuevamente.    

Finalmente, el séptimo y último día de experimento se realizó la prueba definitiva, la 

que consistía en introducir al animal a la piscina, mirando hacia la pared, desde el cuadrante 

opuesto al que se encontraba anteriormente la plataforma. Esta prueba tuvo una duración de 

1 minuto y no se introdujo la plataforma, con el objetivo de que el animal nadara hacia el 

lugar en que debería haber estado la plataforma, midiéndose el tiempo que pasara en ese 

cuadrante. (Figura 7) 

Todas las evaluaciones son registradas por videos. 
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Figura 7. Laberintos utilizados en la caracterización conductual de MWM. A, Laberinto 

utilizado para la prueba donde se muestra al animal recorriendo la piscina y cuando llega a 

la plataforma. B, Diagramas representativos de la prueba y su recorrido. 

 

 

4.8 Estudios histológicos 

 

Las técnicas histológicas son el conjunto de procedimientos a los que se somete un 

tejido biológico, a fin de que sea posible su estudio por medio del microscopio, posibilitando 

la observación de las estructuras no visibles al ojo humano. 

Después de realizar los estudios conductuales, los mismos animales fueron sacrificados 

y procesados para realizar los estudios morfológicos. Se utilizó un hemisferio de cada animal 

para realizar diversas técnicas, los cuales fueron seccionados en una matriz de corte para 
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separar el bulbo olfatorio y el cerebelo del hipocampo, que es nuestra zona de interés. Sólo 

en la técnica de Golgi Cox utilizamos el hemisferio completo sin seccionar. A continuación, 

se detallan las técnicas y sus procedimientos. 

 

 

4.8.1 Técnica de Hematoxilina-Eosina  

 

Para realizar un estudio general de la histología cerebral de los animales WT y 

APP/PS1, antes y después del tratamiento con PBN, se realizó la tinción de Hematoxilina-

Eosina. 

Los animales se anestesiaron con Isoflurano (en la fase de inducción 2-2,5% y durante 

la mantención 1-2% y luego perfundidos intracardialmente con 30 ml de solución de lavado 

(NaCl 0,9%). Posteriormente los cerebros fueron removidos y fijados en un recipiente con 

paraformaldehído 4% en PBS 0,1 M (PFA 4%) durante 48 hrs para luego ser procesado e 

incluido en parafina (ver anexo 3). Posteriormente, los bloques de parafina fueron cortados 

a 7 µm de grosor en un micrótomo marca Leitz. 

Para realizar la técnica de rutina, los cortes se desparafinaron y rehidrataron en una 

batería de xiloles (10 min cada uno) y alcoholes de grados descendentes y posteriormente 

lavados en agua destilada (5 min cada uno). Se realizó tinción nuclear con hematoxilina de 

Harris por 30 seg y su viraje en agua corriente por 10 minutos. Se dejó en alcohol de 95% (5 

min) para teñir con eosina alcohólica durante 4 seg. Finalmente se deshidrataron los cortes 

en alcoholes de grados ascendentes, se aclaró en xiloles (5 min cada uno) y se cubrieron con 

medio de montaje hidrofóbico (DePex, Serva 18243.02; ver anexo 4). 
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4.8.2 Técnica de Rojo Congo 

 

 La tinción de Rojo Congo es utilizada para la identificación de amiloide, que en este 

estudio nos permitió identificar las placas seniles características de la EA presente en los 

animales APP/PS1, antes y después del tratamiento con PBN. 

Los animales fueron anestesiados con Isoflurano (en la fase de inducción 2-2,5% y 

durante la mantención 1-2% y luego perfundidos intracardialmente con 30 ml de solución de 

lavado (NaCl 0,9%). Posteriormente los cerebros fueron removidos y fijados en un recipiente 

con PFA 4% durante 48 hrs para luego ser procesados e incluidos en parafina (ver anexo 3). 

Posteriormente, los bloques de parafina se cortaron a 7 µm de grosor. 

Para realizar la técnica de Rojo Congo, los cortes fueron desparafinados y rehidratados 

en una batería de xiloles (10 min cada uno) y alcoholes de grados descendentes y 

posteriormente lavados en agua destilada (5 min cada uno). Se realizó la tinción con Rojo 

Congo al 5% por 5 min, para posteriormente diferenciar en KOH al 0.2% por 3 min. Luego 

se realizó un paso rápido por H20 y se procede a contrastar con hematoxilina de Harris por 2 

min, para finalizar, se deshidrataron rápidamente los cortes en alcoholes de grados 

ascendentes, se aclararon en xiloles (5 min cada uno) y se cubrieron con medio de montaje 

hidrofóbico (DePex, Serva 18243.02; ver anexo 6). 

 

 

4.8.3 Técnica de Cresil violeta  

 

Esta técnica es ampliamente utilizada en el estudio del sistema nervioso, permite 

visualizar con mayor detalle los somas neuronales, facilitando su análisis. 

Primeramente, se anestesió al animal con Isoflurano (en la fase de inducción 2-2,5% y 

durante la mantención 1-2%) y luego fueron perfundidos intracardialmente con 30 ml de 

solución de lavado (NaCl 0,9%). Posteriormente los cerebros se removieron y fueron fijados 

en un recipiente con PFA 4% durante 48 hrs. para luego ser procesados e incluidos en 
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parafina (ver anexo 3). Se utilizaron cortes de 7 µm que luego se tiñeron mediante la técnica 

cresil violeta (ver anexo 7). 

 

 

4.8.4 Inmunohistoquímica e Inmunofluorescencia 

 

La inmunohistoquímica es una técnica que combina metodologías inmunológicas y 

bioquímicas para la detección de un antígeno celular o tisular, mediante el uso de un 

anticuerpo específico y un sistema marcador. 

La inmunofluorescencia es una técnica para demostrar una variedad de antígenos 

presentes en células o tejidos utilizando anticuerpos marcados con fluorocromos, que al ser 

excitados emiten luz de longitud de onda visible.  

Para los procedimientos se utilizaron cortes del tejido incluidos en parafina y los 

siguientes anticuerpos: anti-Panexina1 (1:200(IHQ) 1:100 (IF) Millipore, ABN242), anti-

GFAP 2E1 (1:500 (IF)  Santa Cruz, SC33673), Anti-β-Amiloide clon 6E10 (Inmuno-

biomédica, SIG-39320) (ver anexo 8). 

 

 

4.8.5 Técnica de Golgi-Cox 

 

La tinción de Golgi-Cox es un método clave para estudiar la morfología neuronal. Esta 

técnica permite el análisis de la morfología neuronal en especial la arborización dendrítica y 

espinas a través de la visualización de un mínimo de porcentaje (3%) de neuronas (93). 

En primer lugar, se anestesió al animal con Isoflurano (en la fase de inducción 2-2,5% 

y durante la mantención 1-2%) para luego proceder a la perfusión sólo con suero salino (0,9% 
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de NaCl en H2Od). Posteriormente, el cerebro es extraído del animal. Se realizaron cortes 

gruesos por congelación (150 µm) para luego ser teñidos utilizando la técnica de Golgi- Cox. 

Para realizar la tinción y visualización de dendritas y espinas dendríticas, los cerebros 

de ratones WT y APP-PS1 fueron extraídos rápidamente y procesados utilizando el kit de 

tinción de Golgi-Cox (FD Rapid GolgiStain™, FD Neurotechnologies, Inc, PK401A) de 

acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los cerebros fueron lavados con agua MilliQ 

para eliminar la sangre de la superficie. Luego fueron sumergidos en una solución de 

impregnación, mezclando volúmenes iguales de las soluciones A+B del kit, almacenados a 

temperatura ambiente durante 2 semanas en oscuridad, posteriormente traspasados a la 

solución C, y almacenados en oscuridad durante 72 horas. Transcurrido el tiempo de 

inmersión, los cerebros se cortaron en secciones de 100 µm de grosor en un criostato a -25°C. 

A continuación, los cortes fueron lavados dos veces durante 4 minutos con agua MilliQ, 

traspasados a una solución D+E+agua MilliQ por 10 minutos, y después lavados dos veces 

con agua MilliQ. Posteriormente, los tejidos fueron deshidratados en etanol al 50%, 75%, 

95% y 100% por 4 minutos, para finalmente ser lavados tres veces con xilol cada 4 minutos, 

y montados en portaobjetos para su posterior análisis (ver anexo 6). 

 

 

4.9 Manejo y análisis estadístico de los datos  

 

Se realizó un análisis de los estudios conductuales a partir de los videos grabados 

durante su realización mediante el software AnyMaze cuyos resultados serán expuestos 

mediante distintos tipos de gráficos. 

Tras la realización de una inmunotinción con el anticuerpo anti-Panx1 describimos su 

patrón de expresión y las zonas específicas donde más se expresa esta proteína tras la 

visualización de las preparaciones por microscopía óptica. 

Utilizamos un software de análisis de imagen (Image J), con el fin de cuantificar y 

posteriormente comparar el N° de neuronas piramidales viables v/s inviables, presentes en la 
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región CA1 del hipocampo mediante la realización de gráficos con los respectivos 

porcentajes de ambos tipos de células en relación con el total de células en un campo de 

200μm x 100μm en distintas zonas de esta región. 

Para analizar la morfología y densidad dendrítica realizamos el análisis de Sholl, que 

es un método que permite el estudio cuantitativo de la distribución radial de algunas 

propiedades del patrón de arborización dendrítica neuronal alrededor del soma de la célula. 

Este análisis de círculos concéntricos (intersección acumulativa) específica la geometría 

dendrítica, las ramificaciones y los patrones de ramificaciones dendríticas.  Este análisis 

consiste en la construcción de círculos concéntricos y equidistantemente organizados, que 

están centrados en el soma, en contar el N° de intersecciones de dendritas con los círculos a 

medida que aumenta el radio, en definir variables adecuadas utilizando el radio del círculo y 

el N° de intersecciones de dendritas con círculos de radios correspondientes y finalmente 

utilizar técnicas matemáticas apropiadas para el procesamiento y presentación de datos, como 

histogramas o gráficos en sistemas de coordenadas. 

Los resultados de todos los análisis se expresaron como promedio ± error estándar. La 

significancia estadística será determinada utilizando análisis de varianza (ANOVA), para los 

datos distribuidos normalmente. Posteriormente los datos serán analizados mediante un test 

de Bonferroni o el test de Tukey’s para determinar diferencias dentro de los grupos. El 

análisis estadístico se realizará mediante el software Prism 7.0 (Graphpad Software Inc, CA, 

USA). 

 

4.10 Consideraciones éticas 

 

Para todos los procedimientos de este estudio, se consideró el principio de No 

Maleficiencia.  

Los animales de experimentación que se usaron, el ratón silvestre C57bl/6 (ratón 

control) y los ratones transgénicos APPswe/PSEN1ΔE9 (APP/PS1 modelo de enfermedad de 

Alzheimer), de 18 meses de edad, se obtuvieron del Bioterio de la Universidad de Valparaíso, 
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del cual está a cargo el Médico veterinario Enzo Seguel, ubicado en las dependencias del 

edificio Bruno Günther. 

El personal certificado para el manejo de animales de experimentación mantuvo la 

supervisión diaria de los animales, proveyendo de la alimentación requerida y manteniendo 

el resguardo y salud de los animales. Dentro de las tareas diarias de supervisión se incluía el 

revisar que las condiciones de T° y humedad, los niveles de agua y comida sean las indicadas. 

En particular los animales alimentados con el gel acuoso suplementado con PBN, fueron 

pesados diariamente para controlar variaciones en el peso producto de la administración de 

PBN. La limpieza de las jaulas de mantención y el recambio de la arena de las jaulas fue 

realizada dos veces por semana. 

Todo esto bajo las condiciones establecidas por el FAWC (Farm Animal Welfare 

Committee), conocidas como las 5 libertades, las que establecen que los animales no 

padezcan ni hambre ni sed, que no sufran malestar físico ni dolor, que no sufran heridas ni 

enfermedades, que puedan ajustarse a su comportamiento normal y esencial y que no sufran 

miedo ni angustia.  

Además, se procurará en todos los casos, cumplir las normas ARRIVE del Centro 

nacional para el reemplazo, reducción y refinamiento de animales en experimentación (3Rs) 

de Inglaterra, formuladas por Russell y Burch en 1959, que es utilizado por el Comité de 

cuidado y uso de animales de laboratorio (CICUAL) de la Universidad de Valparaíso.  

 

También para evitar el estrés y el sufrimiento del animal aplicamos lo siguiente: 

✓ Proveer de sustrato de papel y cilindros de cartón para su enriquecimiento durante su 

estadía en el bioterio 

✓ Evitar el flujo reiterado de personal no esencial dentro de la sala del bioterio 

✓ Mantener un ciclo de luz y oscuridad de 12 horas 

✓ Mantener un extractor de aire y una temperatura apta para su desarrollo a través de 

aire acondicionado 

✓ Mantener comida y agua ad libitum 
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✓ Mantener bajos niveles de ruido en la sala 

 

Los animales fueron sometidos a anestesia profunda (el animal que respira por sí sólo 

durante la sedación será monitoreado hasta la pérdida de conciencia, verificada por la 

ausencia de reflejos) con Isoflurano (CAS Number: 26675-46-7) (en la fase de inducción 2-

2,5 % y durante la mantención 1-2%). 

Una vez verificada la ausencia de reflejos, se procedió a la extracción del cerebro. El 

resto de tejido de los animales fueron mantenidos en refrigeración hasta su posterior retiro 

por una empresa externa especializada en el tratamiento de material biológico (Stericicle, 

www.sterycycle.cl). 

Finalmente, recalcar, que todos los procedimientos experimentales fueron realizados 

siguiendo las directrices del protocolo bioético aprobado por el Comité Institucional de 

Bioética para la Investigación con Animales (CIBICA) de la Universidad de Valparaíso de 

Chile. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.sterycycle.cl/
http://www.sterycycle.cl/
http://www.sterycycle.cl/
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CAPÍTULO 5. RESULTADOS 

 

 

5.1 Estudios conductuales 

 

Con el objetivo de poder determinar la función cognitiva de los ratones WT y APP/PS1, 

antes y después del tratamiento con PBN (Figura 8), realizamos en nuestros grupos animales 

una caracterización conductual utilizando tareas dependientes de estructuras cerebrales como 

el hipocampo y la neocorteza, afectadas tempranamente en la EA (94,95). Se realizaron tres 

pruebas conductuales para evaluar la actividad locomotora por medio del test OF, el nivel de 

exploración preferencial de objetos nuevos mediante el test de MRO y finalmente la memoria 

espacial de los ratones con el test Laberinto acuático de Morris. 

Figura 8. Diagrama representativo de grupos de animales sometidos a pruebas 

conductuales. Se observan grupos y N° de animales WT y APP / PS1, utilizados antes y 

después del TTO crónico con VEH o PBN. 
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6.1.1 Test Open Field 

 

Durante un periodo de 3 días, los animales fueron sometidos a una prueba de 

exploración, con el fin de habituar a los animales tanto a las condiciones de experimentación, 

como a la caja (arena) utilizada para realizar sus trayectorias recorridas en la prueba 

conductual (Figura 9). 

Observamos una leve reducción progresiva en la distancia recorrida por los animales 

APP/PS1 respecto a los WT antes del tratamiento crónico (Figura 10 A). Posterior al 

tratamiento, el ratón WT-VEH recorrió una distancia similar al pre-tratamiento a lo largo de 

las sesiones a diferencia del WT-PBN, que tuvo un aumento paulatino en su distancia 

recorrida, que al final de la prueba tendió a disminuir. Los APP/PS1-VEH tuvieron una 

menor distancia recorrida en comparación con los APP/PS1-PBN, los cuales presentaron un 

aumento considerable (Figura 10 B). 

 

Figura 9. Diagrama representativo de las trayectorias de recorrido en la medición de 

actividad locomotora, para ratones WT y APP / PS1. A, Diagrama de trayectorias del 

recorrido de OF para cada grupo animal antes del TTO crónico con 100 mg / kg de VEH o 
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PBN (WT, negro) y (APP/PS1, rojo). B, Diagrama de trayectorias del recorrido de OF para 

cada grupo animal después del TTO crónico con 100 mg / kg de VEH o PBN (WT-VEH, 

negro), (APP/PS1-VEH, rojo), (WT-PBN, azul), (APP/PS1-PBN, gris). 

 

Al evaluar la distancia recorrida al centro y a la periferia de la arena de entrenamiento, 

no se ven cambios significativos pre y post TTO con PBN, como también al momento de 

evaluar el N° de entradas que tuvo cada animal al centro y a la periferia antes y después del 

TTO (Figura 10).  

 

Figura 10. Efecto del bloqueo crónico de Panx-1 en la medición de actividad locomotora 

en campo abierto, para ratones WT y APP / PS1. A y B, Distancia recorrida por sesión 

antes (A) y después (B) TTO crónico con VEH o PBN. C-D, Distancia recorrida en el centro 
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y en la periferia de la arena de OF para cada grupo de estudio antes (C) y después (D) del 

TTO. E-F, N° total de entradas al centro y a la periferia de la arena de OF para cada grupo 

de estudio antes (E) y después (F) del TTO. Antes del TTO (WT, negro), (APP/PS1, rojo); 

después del TTO (WT-VEH, negro), (WT-PBN, gris), (APP/PS1-VEH, rojo), (APP/PS1-PBN, 

azul). Todos los datos se expresan como medias ± SEM. 

 

 

6.1.2 Test de Memoria de Reconocimiento de Objetos  

 

A continuación, durante 2 días consecutivos los animales se sometieron al test de MRO, 

donde debían explorar objetos familiares y nuevos (Figura 11). Al evaluar el tiempo de 

exploración en los objetos familiares v/s nuevos, no vimos cambios significativos, a pesar de 

que se observó un aumento en la exploración de objetos nuevos en WT (pre-tratamiento) y 

WT-VEH (post-tratamiento), este no alcanzó a ser significativo. Al evaluar el índice de 

preferencia de los animales tanto para los objetos familiares como los nuevos, no notamos 

diferencias significativas, sin embargo, luego del TTO crónico observamos un aumento 

significativo entre el índice de preferencia de los objetos familiares y nuevos en WT-VEH 

(Figura 12D, T test, *<p 0,05) y en APP/PS1-PBN (Figura 12D, T test, ** <p 0,001).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Diagrama representativo de la arena de entrenamiento donde se evaluó la 

memoria de reconocimiento de objetos, para ratones WT y APP / PS1. A, Diagrama de 

trayectorias del recorrido en MRO para cada grupo animal antes del TTO crónico con 100 
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mg / kg de VEH o PBN (WT, negro) y (APP/PS1, rojo). B, Diagrama de trayectorias del 

recorrido en el día 3 de evaluación de OF para cada grupo animal después del TTO crónico 

con 100 mg / kg de VEH o PBN (WT-VEH, negro), (APP/PS1-VEH, rojo), (WT-PBN, gris), 

(APP/PS1-PBN, azul).  

 

 

Figura 12. Efecto del bloqueo crónico de Panx-1 en el Test de Memoria de Reconocimiento 

de Objetos, en ratones WT y APP / PS1. A-B, tiempo de exploración de objetos familiares 
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y nuevos para dos pares de objetos distintos evaluados en un TRO antes (A) y después (B) 

del TTO crónico con VEH o PBN. C-D, Índice de preferencia de exploración de objetos 

familiares y nuevos para los dos pares de objetos distintos evaluados en un TRO antes (C) y 

después (D) del TTO crónico con VEH o PBN. E-F Latencia a la primera entrada del objeto 

nuevo en TRO antes (E) y después (F) del TTO crónico con VEH o PBN. Todos los datos se 

expresan como medias ± SEM, *p < 0.05, **p<0.001 (t-student).  

 

 Al medir la latencia a la primera entrada del objeto nuevo, es decir, el tiempo en que 

se demora en llegar por primera vez a explorar el objeto, antes del TTO no vimos ninguna 

diferencia entre WT y APP/PS1, y pese a que después del TTO aumenta la latencia en WT-

PBN no resultó un cambio significativo. 

 

 

 

6.1.3 Test de Laberinto Acuático de Morris 

  

Por último, los animales fueron evaluados para la memoria espacial en el Laberinto 

Acuático de Morris (MWM, Figura 13). Observamos que desde el pre-entrenamiento al día 

4 de entrenamiento, la latencia de escape, es decir, el tiempo que se demoran en llegar a la 

plataforma oculta, disminuye, aunque no estadísticamente. En ambos grupos de animales, 

antes (Figura 14, A) y después del TTO vemos que cada grupo animal tiende a disminuir su 

latencia de escape, a excepción del APP/PS1-VEH que aumenta el ultimo día, siendo en el 

pre-entrenamiento esta diferencia estadísticamente significativa para WT-PBN v/s APP/PS1-

VEH, en el día 1 WT-PBN v/s APP/PS1-VEH; WT-PBN v/s APP/PS1-PBN y día 4 WT-

PBN v/s APP/PS1-VEH, * p < 0,05 para cada uno (Figura 14, B). 

Junto con esto, el día de la prueba sacamos la plataforma y medimos el tiempo que pasa 

el animal en la zona donde ésta estuvo oculta. Observamos que antes del TTO los tiempos 

son muy similares entre ambos grupos de animales, mientras que después del TTO, WT-

VEH pasa más tiempo en la zona específica en comparación con los otros grupos 
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experimentales, sin embargo, esta diferencia no fue estadísticamente significativa (Figura 14, 

C-D). 

Al medir la distancia recorrida por los animales en todas sus sesiones, vemos que antes 

del TTO ambos grupos recorrieron una distancia similar. Después del TTO, a pesar de que 

no hubo cambios significativos, el animal APP/PS1-VEH tendió a recorrer una mayor 

distancia en comparación con los otros grupos experimentales (Figura 14, E-F).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Diagrama representativo de la piscina de entrenamiento donde se evaluó la 

memoria espacial en la prueba del laberinto acuático de Morris, en ratones WT y APP / 
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PS1. A, Diagramas de trayectorias del recorrido en MWM, antes del TTO crónico con 100 

mg / kg de VEH o PBN (WT, negro y APP/PS1, rojo). B, mapa de calor representativo de las 

trayectorias del recorrido en MWM, antes del TTO crónico. C, Diagramas de trayectorias 

del recorrido en MWM, después del TTO crónico con 100 mg / kg de VEH o PBN, (WT-VEH, 

negro; APP/PS1-VEH, rojo; WT-PBN, gris y APP/PS1-PBN, azul). D, mapa de calor 

representativo de las trayectorias del recorrido en MWM, después del TTO crónico.  

 

 

 

Figura 14. Efecto del bloqueo crónico de Pannexina-1 en la prueba del laberinto acuático 

de Morris, en ratones WT y APP / PS1. A, Latencia de escape evaluada en la prueba de 
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laberinto acuático de Morris antes del TTO crónico con VEH o PBN (WT, negro y APP/PS1, 

rojo). B, Latencia de escape evaluada en la prueba de laberinto acuático de Morris después 

del TTO crónico con VEH o PBN (WT-VEH, negro; APP/PS1-VEH, rojo; WT-PBN, gris y 

APP/PS1-PBN, azul), pre-entrenamiento WT-PBN v/s APP/PS1-VEH *; Día 1 WT-VEH v/s 

APP/PS1-VEH *, WT-PBN v/s APP/PS1-PBN *; y Día 4 WT-PBN v/s APP/PS1-VEH *  C, 

Tiempo que pasaron los animales, el día de la prueba, en el cuadrante objetivo donde se 

encontraba la plataforma oculta en el entrenamiento antes del TTO crónico. D, Tiempo que 

pasaron los animales, el día de la prueba, en el cuadrante objetivo donde se encontraba la 

plataforma oculta en el entrenamiento después del TTO crónico. E, Distancia recorrida en 

total desde el pre-entrenamiento, entrenamiento y prueba, antes del TTO crónico con VEH 

o PBN. F, Distancia recorrida en total desde el pre-entrenamiento, entrenamiento y prueba, 

después del TTO crónico con VEH o PBN. Todos los datos se expresan como medias ± SEM, 

*p<0.05 (ANOVA). 

 

5.2 Estudios histológicos 

 

Finalizadas las pruebas conductuales, los animales fueron sacrificados para poder 

realizar el análisis histológico. El cerebro de los animales fue dividido para poder realizar 

distintos tipos de estudios (ver anexo 1).  

 

5.2.1 Análisis histológico general 

 

Con el fin de observar la morfología cerebral general, se realizó la tinción de rutina 

Hematoxilina-Eosina, donde no se observaron diferencias significativas entre los grupos 

experimentales, en cuanto al tamaño y forma del cerebro, así como al grosor, celularidad y 

laminación de las cortezas cerebral e hipocampal (Figura 15). 
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Figura 15. Morfología general de corteza e hipocampo en animales WT y APP/PS1 con y 

sin tratamiento con PBN. Microfotografías representativas de la tinción de rutina 

Hematoxilina-Eosina de hipocampo y parte de la corteza cerebral de los ratones WT VEH 

(A), WT PBN (B), APP/PS1 VEH (C) y APP PBN (D). La barra de escala representa 1000µm. 

 

5.2.2 Detección de la proteína Panexina1 por Inmunohistoquímica e 

inmunofluorescencia 

 

Posteriormente, estudiamos la expresión de la proteína Panx1 mediante 

inmunohistoquímica. Observamos que Panx1 se distribuye por toda la corteza cerebral e 
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hipocampo (Figura 16). Panx1 se localiza abundantemente en la membrana neuronal, en 

astrocitos y en vasos sanguíneos, con un patrón punteado y en menor medida en el neuropilo 

con un patrón difuso y homogéneo. Por otro lado, en los ventrículos laterales observamos 

que la proteína se encuentra en el citoplasma de células ependimarias y plexos coroideos 

(Figura 17). 

                        

Figura 16. Expresión de Panexina-1 en corteza cerebral e hipocampo en ratones WT y 

APP/PS1 con y sin tratamiento con PBN. A-H, Microfotografías representativas de la 

detección inmunohistoquímica de Panx1 (marrón) en corteza cerebral (A, C, E y G) e 
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hipocampo (B, D, F y H) en ratones WT VEH (A y B), WT PBN (C y D), APP/PS1 VEH (E y 

F) y APP/PS1 PBN (G y H). La barra de escala representa 22µm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                             

Figura 17. Localización regional y celular de Panx1 en el cerebro del ratón WT y 

APP/PS1. Se muestra la localización de Panx1 corteza cerebral (A y B), en vasos sanguíneos 

(flechas negras; A y D) y en los ventrículos laterales (E y F), en ratones WT (A, C y E) y en 

ratones APP/PS1 (B, D y F). Note la mayor intensidad de inmunotinción de Panx1 (marrón) 

a partir de la capa granular externa de la corteza cerebral de los ratones WT y APP/PS1. 

Note la gran intensidad de inmunotinción en neuropilo a nivel de la capa granular externa 

de corteza en el ratón APP/PS1. En E y F note la expresión de Panx1 en células ependimarias 

y plexos coroideos (flechas rojas), respectivamente. La barra de escala representa 100μm. 
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No encontramos diferencias en el inmunomarcaje de Panx1 entre animales con y sin 

tratamiento con PBN. Sin embargo, observamos una leve diferencia en la intensidad del 

inmunomarcaje al comparar entre cepas, pues los ratones APP/PS1 presentaron una mayor 

intensidad de inmunomarcaje en comparación con los ratones WT (Figura 16). 

Tanto en ratones WT como APP/PS1, la corteza cerebral presenta una mayor intensidad 

de innunomarcaje a partir de la capa 2, aumentando a hacia las capas más profundas, hasta 

llegar al límite con el cuerpo calloso.  

Por otro lado, los ratones APP/PS1 presentaron una mayor cantidad de astrocitos 

inmunopositivos para Panx1, los que además presentaron una morfología reactiva, es decir, 

tenían un mayor N° de prolongaciones otorgándoles una forma estrellada. En cambio, los 

ratones WT poseían astrocitos con una morfología normal. Además, en el ratón APP/PS1 

varios de estos astrocitos se encontraban bordeando placas amiloides, cuyos bordes 

presentaban una gran intensidad de inmunomarcaje para Panx1 (Figura 18).  

 

            

 

 

 

 

 

 

 

 

     

 Figura 18. Expresión de Panexina-1 en corteza cerebral e hipocampo del ratón WT y 

APP/PS1. A-F, Microfotografías representativas del inmunomarcaje de  Panx1 (marrón) en 

corteza cerebral (A, B, F), hipocampo (C, D) y cuerpo calloso (E) en ratones WT (A, C y E) 
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y APP/PS1 (B, D y F). Los cortes histológicos fueron contrastados con Cresil Violeta (azul 

violáceo). Nótese la inmunoreactividad para Panx1 en el neuropilo (N), bordeando placas 

amiloides (asteriscos) y astrocitos con morfología reactiva (flechas en B, C, D y F). La barra 

de escala representa 22µm. 

 

Para confirmar que Panx1 se localizaba rodeando placas amiloides, realizamos la técnica 

histoquímica Rojo Congo y la inmunodetección del péptido AB mediante 

inmunohistoquímica e inmunofluorescencia. Las placas de amiloide resultaron ser positivas 

para las técnicas antes mencionadas, las que además sólo se observaron en el ratón APP/PS1, 

corroborando que estos ratones efectivamente son un modelo de la EA (Figura 19) 

 

Figura 19. Expresión de Panx1 alrededor de placas amiloides. A-D, Microfotografías 

representativas de la tinción Rojo Congo contrastado con Cresil Violeta en corteza cerebral 
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de los ratones WT VEH (A), WT PBN (B), APP/PS1 VEH (C) y APP PBN (D). Note la gran 

cantidad de placas amiloides presentes sólo en los ratones APP/PS1 (B, y D). E, 

Inmunotinción para Panx1 (marrón) contrastado con Rojo Congo (placas amiloides en rojo) 

en la corteza cerebral. F, Inmunotinción doble para Panx1 (azul) y 6E10 (placas amiloides; 

marrón) en la corteza cerebral. G, Inmunofluorescencia para 6E10 (placas amiloide; rojo) 

y Panx1 (verde) en la corteza cerebral. Note la presencia de Panx1 alrededor de las placas 

amiloides (asteriscos) La barra de escala (A-D) representa 200μm y (E-F) 22μm. 

                            

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Astrocitos en corteza cerebral y CA1 de hipocampo marcados con técnicas de 

inmunofluorescencia. A-H, Microfotografías representativas de la detección por 
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inmunofluorescencia de Panx1 (verde) y astrocitos con GFAP (rojo) en corteza cerebral (B, 

D, F y H) e hipocampo (A, C, E y G). Los cortes histológicos fueron contrastados con DAPI 

(azul). Nótese la co-localización de GFAP y Panx1 (Amarillo) en los astrocitos. La barra de 

escala representa 50μm. 

 

Para corroborar que Panx1 se expresaba en astrocitos, realizamos una 

inmunofluorescencia doble, con los anticuerpo anti-Panx1 y anti-GFAP, éste último un 

marcador de astrocitos (Figura 20). Observamos que ambas proteínas se coexpresaban en los 

astrocitos. Ambos ratones APP/PS1, tratados con PBN y con el VEH, presentaron un mayor 

N° de astrocitos y con una mayor cantidad de prolongaciones en comparación a los ratones 

WT. Aunque ambos ratones APP/PS1 presentaron astrogliosis y una morfología reactiva de 

los astrocitos, el ratón tratado con PBN presentó estos signos en mayor magnitud que el 

tratado con VEH. 

 

5.2.3 Estudio de neurodegeneración  

 

Para observar los efectos del tratamiento sobre la neurodegeneración, utilizamos la 

técnica de Cresil Violeta. En la región de CA1 del hipocampo, se seleccionaron campos de 

100 x 200 µm, en lo que se cuantificaron todos los somas de neuronas viables e inviables 

(signo de neurodegeneración). Los criterios que permitieron discernir qué células 

presentaban neurodegeneración correspondieron a: hipercromatismo citoplasmático, 

encogimiento celular (picnosis) y fragmentación nuclear (91,96). No se observaron 

diferencias significativas entre animales tratados con PBN y con el VEH, pero si entre cepas 

de animales, donde los ratones APP/PS1 presentaron una mayor cantidad de somas inviables 

en comparación a los WT (Figura 21). 
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Figura 21. Efecto del tratamiento crónico con PBN sobre la viabilidad celular en ratones 

WT y APP/PS1. A, Microfotografías representativas de la capa piramidal en CA1 del 

hipocampo utilizando la tinción de Cresil Violeta, en animales WT y APP/PS1 con y sin 

tratamiento (20x). B, Análisis cuantitativo de células viables (lila) e inviables (morado) en 

animales WT con PBN y VEH y animales APP/PS1 con PBN y VEH. C, Microfotografías 

representativas de somas neuronales de la capa piramidal de CA1 teñidas con Cresil Violeta 

(100x). Se pueden observar células bien conservadas o viables (flecha negra) y células 

picnóticas o inviables (flecha roja). La barra de escala en A representa 50μm y en C 22μm. 
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5.2.4 Estudio de morfología dendrítica 

 

Para comparar la morfología y densidad dendrítica de neuronas hipocampales del 

cerebro de ratones WT y APP/PS1 con y sin TTO con PBN, realizamos la tinción de Golgi-

Cox (Figura 22). 

 

Figura 22. Análisis de la morfología dendrítica de neuronas piramidales de CA1. A, 

análisis de Sholl para neuronas de animales WT-VEH, WT-PBN, APP/PS1-VEH y APP/PS1-

PBN. Los círculos concéntricos están espaciados cada 20 micras de distancia del soma. B, 

Microfotografías 20x de neuronas hipocampales teñidas con la técnica de Golgi-Cox para 

cada grupo de estudio. C, N° de intersecciones dendríticas respecto de la distancia de hasta 

180 micras desde el soma. Note la escasa cantidad de prolongaciones en la neurona 

representativa del ratón APP/PS1 VEH. Todos los datos se expresan como medias ± SEM. 

 

Para el estudio de la morfología de las dendritas, realizamos dibujos de las neuronas 

teñidas con la tinción de Golgi-Cox, mediante la observación en un microscopio acoplado a 

una cámara lúcida. Cuantificamos las ramificaciones dendríticas utilizando el análisis de 
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Sholl. Para ello trazamos círculos concéntricos cuyos radios incrementaron cada 20 µm de 

distancia desde el soma de la neurona (Figura 22, A) Observamos a través de 

microfotografías, que el bloqueo de Panx1 con PBN modifica la morfología dendrítica en el 

hipocampo de ratones APP/PS1 (Figura 22, B). A su vez, entre 40-70µm de distancia del 

soma, se observó un aumento en el N° de intersecciones en ambos grupos animales que se 

trataron con PBN en comparación a los tratados con VEH (Figura 22, C).  

Al analizar la arborización dendrítica, clasificamos a las dendritas en basales o apicales 

(Figura 23, A-B), y es así como observamos una mayor cantidad de ramificaciones 

dendríticas basales en ambos grupos de ratones tratados con PBN respecto a los tratados con 

el VEH. Encontramos cambios significativos en WT-PBN v/s APP/PS1-VEH **p<0.01, y 

en WT-PBN v/s APP/PS1-PBN *p<0.05 (Figura 23, C). En dendritas apicales, hay un mayor 

N° de ramificaciones, estadísticamente significativo, en WT-VEH v/s APP/PS1-VEH 

***p<0.001 y WT-PBN v/s APP/PS1-VEH **p<0.01 (Figura 23, D). Al analizar el N° de 

ramificaciones totales (basales y apicales), vimos un mayor N° en ambos grupos tratados con 

PBN respecto a los tratados con el VEH, con diferencias significativas en WT-VEH y WT-

PBN v/s APP/PS1-VEH ***p<0.001 (Figura 23, E). 

 

Figura 23. El TTO crónico con PBN modificó la morfología dendrítica en ratones 

APP/PS1. A, Representación esquemática del hipocampo. En el área de CA1, las neuronas 
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piramidales presentan dendritas basales (las que se proyectan hacia el cuerpo calloso) y 

apicales (las que se proyectan hacia la circunvolución dentada). B, Dibujos representativos 

de neuronas ubicadas en la capa piramidal de CA1 del hipocampo, teñidas con la técnica de 

Golgi-Cox, de ratones WT-VEH (negro), WT-PBN (gris), APP/PS1-VEH (rojo) y APP/PS1-

PBN (azul). Note la mayor densidad dendríticas en los ratones tratados con PBN. C-D, N° 

de ramificaciones dendríticas según su localización, basales (C) y apicales (D). E, 

Comparación del promedio del N° de ramificaciones dendríticas por neuronas de cada 

grupo animal. Todos los datos se expresan como medias ± SEM. *p<0.05, **p<0.01, 

***p<0.001 (ANOVA). 

 

Encontramos cambios significativos en la arborización dendrítica entre los grupos 

(Figura 24). El bloqueo de Panx1 con PBN aumentó el N° de ramas clasificadas de acuerdo 

con el orden de ramificación (Figura 24, A). Observamos que en la frecuencia total (basales 

y apicales) de dendritas (Figura 24, B), en el orden 1 hay significancia estadística para WT-

PBN v/s APP/PS1-VEH *; en orden 2 WT-VEH v/s APP/PS1-VEH *; WT-PBN v/s 

APP/PS1-VEH **; orden 3 WT-PBN v/s APP/PS1-VEH *, mientras que al analizar la 

frecuencia de dendritas basales que hay en cada orden (Figura 24, C), vemos significancia 

sólo en el orden 2 WT-VEH v/s WT-PBN *; WT-PBN v/s APP/PS1-VEH ** ; WT-PBN v/s 

APP/PS1-PBN *, y finalmente al analizar la frecuencia dendrítica apical (Figura 24, D), 

vimos datos significativos en el orden 1 WT-VEH v/s APP/PS1-VEH *, orden 2  WT-VEH 

v/s APP/PS1-VEH **, orden 3 WT-VEH v/s APP/PS1-VEH* y orden 4 WT-PBN v/s 

APP/PS1-VEH *, donde *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 (ANOVA).  
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Figura 24. Clasificación de orden dendrítico para neuronas de CA1. A, Representación 

esquemática de una neurona piramidal clasificada según orden de ramificación. B, 

frecuencia de dendritas con ramificaciones de determinado orden (orden 1 WT-PBN v/s 

APP/PS1-VEH *; en orden 2 WT-VEH v/s APP/PS1-VEH *; WT-PBN v/s APP/PS1-VEH **; 

orden 3 WT-PBN v/s APP/PS1-VEH *). C, frecuencia de dendritas apicales con 

ramificaciones de determinado orden (orden 2 WT-VEH v/s WT-PBN *; WT-PBN v/s 

APP/PS1-VEH ** ; WT-PBN v/s APP/PS1-PBN *). D, frecuencia de dendritas basales con 

ramificaciones de determinado orden (orden 1 WT-VEH v/s APP/PS1-VEH *, orden 2  WT-

VEH v/s APP/PS1-VEH **, orden 3 WT-VEH v/s APP/PS1-VEH* y orden 4 WT-PBN v/s 

APP/PS1-VEH *). Todos los datos se expresan como medias ± SEM. *p<0.05, **p<0.01, 

***p<0.001 (ANOVA).
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CAPÍTULO 6. DISCUSIÓN 

 

La EA es una afección neurodegenerativa progresiva relacionada con la edad, que se 

manifiesta con un deterioro grave de las funciones cognitivas (4). Los osβA se han señalado 

como responsables de la sinaptopatía temprana que ocurre en la patología, causando defectos 

en la morfología neuronal (66,97), alteraciones en el tráfico de receptores (65,98,99) y 

consecuentemente alterando la transmisión excitatoria y plasticidad sináptica (59). 

 

En este estudio sugerimos que Panx1, un canal transmembrana no selectivo que conecta 

los espacios intracelulares y extracelulares (100), podría jugar un rol importante en el déficit 

sináptico inducido por los osAβ observado en un modelo de ratón de EA. Para este fin, 

utilizamos el medicamento PBN, el cual es capaz de bloquear la actividad de los canales de 

Panx1 (90). Se ha demostrado que PBN protege contra la excitotoxicidad inducida por osβA 

(91) y condiciones inflamatorias en SNC (101–103). Curiosamente, estudios recientes 

informaron que los pacientes con gota tratados con diferentes uricosúricos, incluido PBN, 

tienen un menor riesgo de desarrollar demencia no vascular (104) y EA (105). 

Es por ello, que lo consideramos como un posible agente terapéutico para combatir la 

EA, probando su uso continuo vía oral a modo de que su administración sea lo menos 

invasiva posible. 

 

En este estudio se utilizó una dosis de 100 mg/kg. que corresponde a 2,5 veces la dosis 

de mantención que se administra a personas para bloquear la excreción renal de penicilina, 

la cual no representa riesgos tóxicos o teratogénicos en ratones (106). Para lograr que los 

ratones voluntariamente fueran administrados con PBN, utilizamos un gel con sucralosa, 

medio que ha sido utilizado anteriormente en un estudio para la administración vía oral de 

un fármaco en ratones (107).  
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6.1 Memoria y capacidad cognitiva 

 

Para determinar la función cognitiva de los ratones WT y APP/PS1, antes y después 

del tratamiento con PBN, realizamos una primera aproximación en nuestra búsqueda de 

correlatos entre neurodegeneración tipo EA y alteraciones cognitivas, ya que, un componente 

cognitivo afectado tempranamente en la EA es la agnosia o pérdida de la capacidad de 

reconocimiento de personas y objetos (108). Es por ello que efectuamos una caracterización 

conductual evaluando la capacidad cognitiva en el modelo de EA, utilizando tareas 

dependientes de estructuras cerebrales como el hipocampo y la neocorteza, afectadas 

tempranamente en la EA (94,95).  

De acuerdo con lo observado luego de la evaluación conductual, el tratamiento con 

PBN no generó cambios significativos en los grupos experimentales tanto en actividad 

locomotora como memoria espacial. No obstante, nuestros resultados son similares a lo 

expuestos por Lalonde y cols. (109) en el año 2003, donde usando animales de la misma 

cepa, observan una menor actividad locomotora, de reconocimientos de objetos y de memoria 

espacial. En un estudio realizado por Paul Carrillo-Mora y cols. (91) en el año 2010, 

investigando el efecto de la administración sistémica de L-kynurenine y PBN en el 

hipocampo de rata, sobre las alteraciones conductuales y morfológicas inducidas por Aβ, los 

investigadores encontraron resultados similares a los descritos en esta tesis respecto a la 

distancia recorrida en test de OF, donde se ve que el ratón APP/PS1-PBN tiene una mayor 

distancia recorrida respecto al WT-VEH. Además, la distancia recorrida al centro y a la 

periferia en el OF, así como una menor latencia de escape en el MWM, coinciden con 

nuestros resultados (WT-PBN, luego WT-VEH, APP/PS1-PBN y finalmente APP/PS1-

VEH). 

 

En la prueba de reconocimiento de objetos, si hubo cambios significativos en el índice de 

preferencia, donde los animales WT-VEH y APP-PS1 PBN exploraron por un mayor tiempo 

el objeto nuevo en comparación al familiar, tiempo que fue similar en ambos ratones. 

También se evaluó el tiempo de exploración para cada grupo animal, donde vimos resultados 

similares a lo publicado por Prochnow en el año 2012 (84), ya que aplicó esta misma prueba 
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conductual en animales KO de Panx, donde curiosamente este ratón tuvo un performance 

muy similar al ratón WT-PBN de nuestro estudio, lo que corrobora el uso efectivo del PBN 

como bloqueador de los canales de Panx1. 

 

6.2 Caracterización de la expresión de Panx1 

 

La información que existe sobre la localización de Panx1 en el cerebro murino es 

escasa. Se ha descrito que Panx1 se expresa abundantemente en astrocitos y en neuronas de 

diferentes estructuras cerebrales, incluida la corteza cerebral e  hipocampo (110–113). A 

nivel subcelular se ha descrito su ubicación en la densidad postsináptica (114) y también se 

ha observado un aumento en su expresión en aquellos astrocitos que se encuentran 

circundantes a placas amiloides (115). De otras estructuras cerebrales no existe información 

al respecto, como tampoco sobre su expresión en pacientes o modelos animales de la EA, es 

por ello por lo que nos propusimos analizar la expresión de Panx1 a nivel regional, celular y 

subcelular en ratones APP/PS1 y controles de 18 meses, los cuales son considerados adultos 

mayores.  

 

Para poder observar la expresión de Panx1 en el cerebro murino, realizamos técnicas 

inmunohistoquímicas. A partir de los resultados obtenidos, podemos concluir que existe 

un aumento de la expresión de Panx1 en vasos sanguíneos, citoplasma de células 

ependimarias del ventrículo lateral y membrana de neuronas corticales a partir de la capa 

granular externa que se intensifica a mayor profundidad en ambas cepas, no observándose 

cambios respecto al tipo de tratamiento. La expresión de Panx1 en vasos sanguíneos podría 

deberse a la presencia de astrocitos adyacentes, los cuales cumplen un papel importante en 

la regulación del flujo sanguíneo, como el aumento o disminución del diámetro de los vasos 

sanguíneos mediante la liberación de mediadores moleculares específicos (116,117) o el 

cambio de flujo local del SNC en respuesta a cambios en la actividad neuronal (118). 

Recientemente, en un estudio realizado en nuestro laboratorio, se utilizó la técnica de 

InmunoGold para la detección de Panx1, observando su expresión a nivel mitocondrial. De 

https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/hippocampus
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acuerdo con la literatura, las células ependimarias que comprenden los ventrículos laterales 

son ricas en mitocondrias (119,120), esto podría explicar su inmunopositividad para Panx1. 

 

En este estudio también observamos que existe un aumento de la expresión de Panx1 

en el ratón APP/PS1 respecto al WT en todo el cerebro, especialmente en el hipocampo, lo 

cual se condice con los resultados obtenidos en un estudio realizado anteriormente en nuestro 

laboratorio (86), en donde se realizó un estudio bioquímico para la cuantificación de 

proteínas, entre ellas Panx1, la cual se vio aumentada en el ratón APP/PS1. Como 

mencionamos anteriormente, en la EA suele aparecer un fenómeno de astrogliosis (121), 

donde hay un notorio aumento de astrocitos debido a la reacción inflamatoria generada por 

la deposición del péptido Aβ. Está descrito que los astrocitos expresan Panx1, por lo que un 

aumento en su cantidad sugiere una mayor expresión de Panx1. 

 

También notamos otras diferencias más específicas entre cepas, como la expresión de 

Panx1 bordeando placas amiloides en el ratón APP/PS1. Esta curiosa observación podría 

deberse a que las placas amiloides, además de estar compuestas por Aβ, contienen restos 

celulares (4) que probablemente correspondan a restos de astrocitos y/o tipos neuronales que 

expresen Panx1.  

 

El ratón APP/PS1 presentó además un aumento de astrocitos inmunopositivos a Panx1 

con morfología reactiva en comparación al ratón WT, que presentaban una morfología 

normal. Todo esto observado tanto a nivel de corteza como de hipocampo y bordeando placas 

amiloides. Esto último coincide con los resultados obtenidos en un estudio donde también 

analizaron la expresión de Panx1 con técnicas inmunohistoquímicas, observando una 

sobreexpresión en aquellos astrocitos que se encontraban alrededor de placas amiloides, que 

corresponde a la única evidencia sobre la expresión de Panx1 en un modelo murino de la EA 

(115). 

 

En este sentido, la sobreexpresión de Panx1 en el hipocampo del ratón APP/PS1 y su 

acumulación en neuronas y astrocitos reactivos cerca de las placas amiloides, sugiere su 

asociación con la toxicidad inducida por Aβ. De acuerdo con esta idea, se ha demostrado que 
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la aplicación de Aβ exógeno en cortes agudos del hipocampo produce muerte neuronal de 

una manera dependiente de la actividad de los hemicanales gliales y la activación neuronal 

de Panx1 (38). ¿Cómo el péptido Aβ podría promover una función aberrante de los canales 

Panx1? Según lo propuesto por Orellana y sus colaboradores, Aβ induce la activación de la 

microglía y la liberación de factores que promueven potencialmente el hemicanal de 

conexina y, en menor proporción, la apertura del canal Panx1 en los astrocitos, lo que provoca 

una liberación no regulada de moléculas de señalización, incluidos gliotransmisores como 

ATP y glutamato, que, a su vez, aumenta la excitabilidad neuronal y desencadena cascadas 

neurotóxicas (38,122). 

 

6.3 PBN y astrocitos 

 

Para poder observar la astrogliosis generada en la EA, realizamos técnicas de 

inmunofluorescencia para la detección de astrocitos mediante la utilización de un anticuerpo 

dirigido contra la proteína astroglial GFAP.  

Las diferencias entre cepas fueron notorias, pues el ratón APP/PS1 presenta un mayor 

N° de astrocitos y además una morfología reactiva. Observamos también una astrogliosis 

más evidente en el ratón APP/PS1- PBN. Esto podría deberse al efecto del PBN, el cual es 

capaz de modificar la morfología neuronal y posiblemente astrocitaria mediante el bloqueo 

de Panx1. Se ha descrito que algunos procesos dependientes del citoesqueleto de actina, como 

la extensión neurítica y la formación de espinas dendríticas, se ven favorecidas con el bloqueo 

de los canales de Panx1. Además, Panx1 interactúa con la proteína Arp3, la cual forma parte 

de un complejo llamado Arp2/3, el cual participa en el proceso de polimerización de actina, 

favoreciendo la ramificación de las fibras de actina (87,123). Estos estudios podrían explicar 

el posible mecanismo por el cual tanto los astrocitos como las neuronas piramidales de CA1 

modifican su morfología. 
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6.4 Signos neurodegenerativos 

 

Como hemos mencionado anteriormente, la EA se caracteriza por presentar una 

neurodegeneración progresiva. Es por ello que decidimos realizar una cuantificación de 

somas de neuronas viables y no viables en la capa piramidal de CA1 del hipocampo, 

estructura fuertemente relacionada con procesos de aprendizaje y memoria (75,76) Este 

mismo tipo de análisis ha sido aplicado en diversos estudios (91,96). Uno de ellos fue 

realizado en ratas jóvenes, las que fueron inyectadas con Aβ a nivel intrahipocampal, 

observando cambios significativos en aquellos animales que fueron tratados con PBN, los 

cuales presentaron una disminución en el N° de células inviables, sugiriendo que el PBN 

podría ser una opción terapéutica para la EA (91).  

Nuestros resultados arrojaron que los ratones APP/PS1, tanto tratados con PBN como 

con VEH, presentaron un porcentaje similar de células viables y de células inviables. Esto 

sugiere que la neurodegeneración presente en animales de 18 meses podría ser un daño 

irreversible, puesto que la enfermedad a esta edad se encuentra en una etapa muy avanzada, 

tomando en cuenta que los signos histopatológicos comienzan a aparecer a los 6 meses de 

edad (15) y el daño cognitivo y sináptico comienza mucho antes que la aparición de estos 

signos (35,77).  

 

6.5 PBN en arborización dendrítica 

 

Tanto en pacientes con EA como en ratones hay una pérdida de la morfología dendrítica 

neuronal (87), por lo mismo, es importante analizar el árbol dendrítico, ya que representa el 

75% del volumen de una neurona y el 90% de su superficie; esto lo convierte en el principal 

blanco de los impulsos excitadores e inhibitorios (124).  

El bloqueo de los canales de Panx1 con el fármaco PBN, induce cambios a nivel de 

arborización dendrítica (Figura 22.). La arborización dendrítica se correlaciona con el N° y 

distribución de entradas que cada neurona puede recibir y procesar (125–127). 
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Por otra parte, la actina y los microtúbulos son los principales componentes 

estructurales que subyacen la morfología dendrítica (87,123). Por lo tanto, Panx1 podría estar 

regulando la dinámica de la actina y los microtúbulos, y en consecuencia desencadenar 

cambios en la morfogénesis de las dendritas. 

 

Respecto a los resultados obtenidos tras realizar la tinción de Golgi, los animales 

tratados con PBN presentaron un incremento en la complejidad de su árbol dendrítico que 

fue corroborado en el análisis de Sholl, donde en ambos animales se observó un aumento en 

la cantidad total de ramificaciones, independientemente de su cepa. Además, se observaron 

diferencias importantes respecto al orden dendrítico, donde a nivel de dendritas basales vimos 

significancia en la ramificación secundaria entre WT-VEH y WT-PBN, donde el animal 

tratado con PBN mostró un N° de intersecciones significativamente mayor respecto al tratado 

con VEH, y en general, todos los grupos presentan diferencias respecto al APP/PS1-VEH. 

 

Nuestros resultados muestran que la arborización dendrítica se ve disminuida en el 

animal APP/PS1-VEH, y el PBN aumenta la arborización dendrítica en ambas cepas. 

En un estudio realizado en este laboratorio, cuyo manuscrito se encuentra aún en 

preparación, se observaron cambios significativos en la morfología dendrítica de neuronas 

hipocampales de ratones que fueron sometidos a un tratamiento agudo con PBN, cuyos 

resultados arrojaron un patrón muy similar a lo observado en este estudio, destacando el 

aumento en la arborización dendrítica del ratón APP/PS1-PBN respecto al APP/PS1-VEH. 

 

De acuerdo con la literatura, el PBN juega un rol importante en distintos aspectos, entre 

ellos la viabilidad celular (91,96), la arborización dendrítica (87,123), inflamación por Aβ 

(38), etc., condiciones donde ejerce un efecto beneficioso, pero ¿por qué los resultados 

obtenidos en este estudio no fueron los esperados? Teniendo en cuenta que nuestra hipótesis 

es que el fármaco PBN inhibe los canales de Panx1 disminuyendo las alteraciones, tanto 

cognitivas como morfológicas cerebrales, inducidas por el Aβ en la EA, existe un gran N° de 

factores que podrían ser considerados. 

Para este estudio seleccionamos animales de 18 meses de edad, que a pesar de que esto 

aumente la probabilidad de presenciar los signos histopatológicos de la EA, podría ser 
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considerado a la vez un factor en contra, ya que, al encontrarse en una etapa avanzada de la 

enfermedad, probablemente el nivel de daño es tan avanzado que resulta irreversible. 

Otro factor importante a considerar es la cantidad de animales usados en el estudio. 

Puesto que el N° de animales muy bajo fue dificultoso obtener resultados estadísticamente 

significativos. Además, existían animales cuyos performances contrastaban notoriamente 

respecto a los demás animales que pertenecían al mismo grupo experimental. Un dato curioso 

aportado por el investigador donante de la cepa APPswe/PSEN1ΔE9 (15), es que la cantidad 

de placas amiloides se ve afectada tanto por el sexo del animal como por su edad. Las 

hembras mayores a los 7 meses presentan una disparidad en la carga Aβ, aunque en la corteza 

cerebral no se vieron diferencias en la cantidad de placas, a nivel de cerebelo se observó un 

aumento de 5 a 10 veces del péptido. Tradicionalmente, el cerebelo se ha considerado como 

una estructura que participa esencialmente en la coordinación y el control motor. Sin 

embargo, abundante evidencia sugiere que el cerebelo tiene funciones más amplias que las 

puramente motoras. En general, el daño cerebeloso en pacientes se ha asociado con 

alteraciones en funciones ejecutivas, aprendizaje, memoria procedimental y declarativa, 

procesamiento del lenguaje y funciones visuoespaciales (128–137). En un estudio realizado 

en pacientes sanos, se midió la actividad cerebral con pruebas de memoria de reconocimiento, 

identificando un aumento de la actividad a nivel cortical y de cerebelo, específicamente en 

vermis, lo que sugiere que la disfunción de este órgano podría afectar este tipo de memoria. 

Esto podría explicar el inesperado performance de uno de los ratones APP/PS1, puesto que, 

al ser macho, es probable que la cantidad de placas amiloides en su cerebelo sea menor que 

sus pares, y en consecuencia su déficit cognitivo sea menor, al menos con relación a la 

memoria de reconocimiento. 

 

En cuanto al uso del fármaco PBN, existen estudios en donde se ha administrado 

mediante una inyección intrahipocampal (91), mientras que en otros se ha incubado junto 

con Aβ en cultivos celulares (38). Por otro lado, en nuestro laboratorio se ha utilizado en 

incubación junto con LCA en cerebros postmortem (resultados que aún no han sido 

publicados). Estos datos indican que sólo existe evidencia de su uso como tratamiento agudo, 

pero no como tratamiento crónico, así como tampoco su administración por vía oral. Es por 
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ello que, al utilizar esta nueva forma de administración, nos surgen dudas respecto a si la vía, 

la dosis administrada y el periodo de tratamiento fueron realmente los indicados. 

 

Finalmente, creemos necesario realizar un futuro estudio, utilizando un mayor N° de 

animales, que se encuentren en una etapa más temprana de la enfermedad, con el fin de 

observar si el tratamiento con PBN podría tener un rol preventivo en el daño cognitivo y 

sináptico producido en la EA.
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CAPÍTULO 7. CONCLUSIONES  

 

 

1. El tratamiento con PBN es capaz de revertir las alteraciones en la memoria de ratones 

transgénicos APP/PS1. 

 

2. El tratamiento con PBN es capaz de inducir cambios en la arborización dendrítica 

de las neuronas piramidales de CA1, generando un incremento en la complejidad de su 

árbol dendrítico en ratones WT y APP/PS1. 

 

3. El ratón APP/PS1 tiene una mayor expresión de Panx1, en comparación al WT. 

 

4. El tratamiento con PBN no genera cambios en la expresión de Panx1. 

 

5. Panx1 se localiza en vasos sanguíneos, citoplasma de células ependimarias del 

ventrículo lateral y membrana de neuronas corticales, la que aumenta a partir de la capa 

granular externa, tanto en ratones WT como APP-PS1. 

 

6. El tratamiento con PBN no es capaz de revertir el daño neurodegenerativo en 

neuronas de animales APP/PS1. 
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CAPÍTULO 9. ANEXOS  

 

Anexo 1: Animales en conducta y tratamiento.  
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Anexo 2: Preparación Probenecid para Medigel 
 

1 copa de Medigel sucralosa→ 50 μl 

*usamos PBN a 100mg/kg/día 

 

*peso ratón promedio: 40grs 

 

100 mg/kg/día → 100 x 0,04 kg 

  → 4 mg PBN /día/ratón 

 

*1 ratón consume 4 ml de Medigel sucralosa por día 

 

→ 4 mg PBN / 4 ml Medigel→ 1 mg/ml PBN por día 

 

1 copa Medigel 50 mL→ 50 mL x 1 mg/ml  

    → 50 mg PBN/copa 

 

PM PBN: 285,36 gr/mol  

 

Preparación Solución Stock de PBN 175 mM 

 

    C1   x   V1 = C2   x   V2 

 

175mM x V1 = 3,5 mM x 50 mL 

                V1 = 0,5 mL 

                                            1 mL de Stock PBN   

 

 

 

-2                                          

                             PM PBN x 50 mL          285,36 g/mol x 0,05 L         14,268 

  

                  →0,0035 M →   3,5 mM PBN 

 

 5 x 10 g M = n 

V 
 

 

Gramos PBN 
0,05 
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-Tomar 500 mL de PBN Stock (350 ml) y agregar con jeringa de tuberculina a la copa 

de Medigel y agitar rigurosamente. 

 

-Preparación de PBN Stock 175 mM 50mL en NaOH 1M 

 

 gr = M x PM x v 

 

→ 0,175 mol   x  285,36  gr   x  0,05 L 

      L       mol 

 

→ 2,5 gr PBN (5 gr PBN / 100mL NaOH) 

 

Preparación solución NaOH 1M 100mL 

 

gr = M x PM x v                 * PM= 40 gr/mol          

 

gr = 1 mol  x 40  gr   x 0,1 L 

            L             mol  

gr = 4 gr NaOH 

 

*4 gr de NaOH se diluyen en 50 mL de H2Od (50 mL) en agitador magnético y luego 

aforar a 100 mL. 

*5 gr de PBN, se diluyen en 50 mL de NaOH 1M, en agitador magnético, aforar a 100 

mL y luego agregar 1 gota de colorante de alimentos “gourmet” color rojo. 

-Alicuotar a 1 mL en tubos eppendorf, rotulados y manteniendo en oscuridad a 4°C. 

 

*Se preparan 100 mL más de NaOH 1M para utilizar como VEH en Medigel para 

animales que no tendrán tratamiento con PBN. 
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Anexo 3: Procesamiento de muestra 

 

1) DESHIDRATACIÓN 

● Alcohol 50    30 min 

● Alcohol 70    30 min 

● Alcohol 80    30 min 

● Alcohol 95 I    30 min 

● Alcohol 95 II    30 min 

● Alcohol 100 I    30 min 

● Alcohol 100 II    30 min 

● Alcohol 100 III   30 min 

 

2) ACLARAMIENTO 

● Xilol I   15 min 

● Xilol II   15 min 

● Xilol III   15 min 

 

3) IMPREGNACION 

● Parafina I  30 min 

● Parafina II  30 min 

● Parafina III  30 min 
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Anexo 4: Protocolo Hematoxilina – Eosina 

 

1) Desparafinación: 

● Xilol I (10 min) 

● Xilol II (10 min) 

● Xilol III (10 min) 

2) Rehidratación: 

● Alcohol 100% I (5 min) 

● Alcohol 100% II (5 min) 

● Alcohol 95% (5 min) 

● Alcohol 70% (5 min) 

3) Lavado en agua destilada durante 5 min. 

4) Coloración con Hematoxilina de Harris (30 seg) 

5) Viraje en agua corriente (10 min) 

6) Eosina alcohólica (4 seg) 

7) Deshidratación: 

● Alcohol 100% I (5 min) 

● Alcohol 100% II (5 min) 

● Alcohol /Xilol (5min) 

 8) Aclaramiento: 

● Xilol I (10 min) 

● Xilol II (10 min) 

 9) Cubrir con medio de montaje DPX 
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Anexo 5: Protocolo Rojo congo 
 

1) Desparafinación: 

● Xilol I (10 min) 

● Xilol II (10 min) 

● Xilol III (10 min) 

2) Rehidratación: 

● Alcohol 100% I (5 min) 

● Alcohol 100% II (5 min) 

● Alcohol 95% (5 min) 

● Alcohol 70% (5 min) 

3) Lavado en agua destilada durante 5 min. 

4) Coloración con Rojo Congo al 5% en alcohol 50% en H2O (5 min) 

5) Hidróxido de potasio KOH al 0.2% en alcohol 80% (3 min) 

6) Lavado rápido en agua 

7) Contraste con Hematoxilina de Harris (2 min) 

8) Deshidratación (rápida):  

● Alcohol 100% I (dipping) 

● Alcohol 100% II (dipping) 

● Alcohol /Xilol (dipping) 

 9) Aclaramiento: 

● Xilol I (10 min) 

● Xilol II (10 min) 

 9) Cubrir con medio de montaje DPX 
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Anexo 6: Protocolo Golgi - Cox 

 

1) Los animales experimentales deben ser profundamente anestesiados antes de 

matarlos. El cerebro del animal se debe extraer del cráneo lo más rápido posible. 

2) Enjuague el tejido rápidamente en agua destilada doble o Milli-Q para eliminar la 

sangre de la superficie. 

3) Sumerja el tejido en la solución de impregnación, mezclando volúmenes iguales de 

soluciones A y B, y almacene a temperatura ambiente durante 2 semanas en la 

oscuridad  

*. Reemplace la solución de impregnación después de las primeras 6 horas de inmersión o al 

día siguiente 

4) Transfiera el tejido a la Solución C y almacénelo a temperatura ambiente en la 

oscuridad durante al menos 72 horas (hasta 1 semana). Reemplace la solución al 

menos una vez después de las primeras 24 horas de inmersión o al día siguiente. 

  

5) Las secciones de 150 μm se pueden cortar mejor en un criostato a una temperatura de 

-20 ° C. Cada sección debe transferirse con un recuperador de muestras de vidrio 

(incluido) y montarse en portaobjetos de microscopio recubiertos de gelatina con 

Solución C. Para obtener los mejores resultados, las secciones se deben procesar lo 

antes posible, pero se pueden almacenar en una caja de diapositivas a temperatura 

ambiente en la oscuridad durante un máximo de 3 días. 

 

Procedimiento de tinción 

    

1) Enjuague las secciones en agua destilada doble o Milli-Q 2 veces, 4 minutos cada 

una. 

  

2) Coloque las secciones en una mezcla que consta de: 

● 1 parte de Solución D  

● 1 parte de Solución E  
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● 2 partes de agua destilada doble o Milli-Q durante 10 minutos. 

  

3)  Enjuague las secciones en agua destilada doble o Milli-Q 2 veces, 4 minutos 

cada una. 

 

4) Deshidratación: 

● Alcohol50° (4 minutos) 

● Alcohol75° (4 minutos) 

● Alcohol95° (4 minutos) 

● Alcohol100° I (4 minutos) 

● Alcohol100° II (4 minutos) 

● Alcohol100° III (4 minutos) 

● Alcohol100° IV (4 minutos) 

 

5)Aclaramiento: 

● Xilol I (4 minutos) 

● Xilol II (4 minutos) 

● Xilol III (4 minutos) 

 

6)Cubrir con DPX 
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Anexo 7: Protocolo Cresil violeta 

 

1) Desparafinación: 

● Xilol I (10 min) 

● Xilol II (10 min) 

● Xilol III (10 min) 

2) Rehidratación: 

● Alcohol 100% I (5 min) 

● Alcohol 100% II (5 min) 

● Alcohol 95% (5 min) 

3) Lavar en agua destilada (5 min) 

4) Mantener la preparación 10 minutos en la solución de cresil violeta. Para 

ello, filtrar y precalentar la solución de cresil violeta a 57º C inmediatamente antes de 

usar. 

5) Deshidratación: 

● Alcohol 96º C en varios cambios (hasta eliminar el exceso de colorante) 

● Alcohol 100% I (5 min) 

● Alcohol 100% II (5 min) 

● Alcohol /Xilol (5min) 

 6) Aclaramiento: 

● Xilol I (10 min) 

● Xilol II (10 min) 

 7) Cubrir con medio de montaje DPX 
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Anexo 8: Protocolo inmunohistoquímica  

 

1) Desparafinación: 

● Xilol I (10 min) 

● Xilol II (10 min) 

● Xilol III (10 min) 

2) Rehidratación: 

● Alcohol 100% I (5 min) 

● Alcohol 100% II (5 min) 

● Alcohol 95% (5 min) 

● Alcohol 70% (5 min) 

3) Lavado en agua destilada durante 10 min. 

4) 3 cambios en PBS, 5 min cada uno. 

5) Recuperación antigénica en vaporera con buffer citrato, durante 20 min 

6) Enfriamiento de las muestras durante 20 min 

7) Bloqueo de peroxidasa endógena con H2O2 (30%) al 3% en PBS. a temperatura 

ambiente, durante 15 min. 

8) 3 cambios en PBS, 5 min cada uno. 

9) Bloqueo de sitios inespecíficos: 

● Aplicar Cas – block durante 30 min a temperatura ambiente. 

● Incubación con suero de cabra 5% - Tritón X100 0,1% - BSA 4% en PBS 

1X, durante 30 min a temperatura ambiente. 

10) Incubación del anticuerpo primario: 

● Anticuerpo en suero de cabra 5% - Tritón X100 0,1% - BSA 4% en PBS 

1X durante la noche a 4º C. 

11) 3 cambios en PBS, 5 min cada uno. 

12) Incubación del anticuerpo secundario: 

● Anti-IgG de conejo, hecho en cabra, conjugado con HRP, diluido 1:250 

en suero de cabra 5% - Tritón X100 0,1% - BSA 4% en PBS 1X, durante 

1 hora a temperatura ambiente. 

13) 3 cambios en PBS, 5 min cada uno. 
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14) Revelado cromogénico con DAB, durante 5 min, y agregar 1,25 μL de                      

H2O2 por cada mL de DAB al momento de usar. 

15) Lavar en agua destilada durante 5 min. 

 

16) Contraste nuclear: 

● Teñir brevemente con hematoxilina. 

● Virar hematoxilina en agua corriente durante 8 min. 

17) Deshidratación: 

● Alcohol 95% (5 min) 

● Alcohol 100% I (5 min) 

● Alcohol 100% II (5 min) 

● Alcohol/Xilol (5 min) 

18) Aclaramiento:  

● Xilol I (10 min) 

● Xilol II (10 min) 

19) Cubrir con medio de montaje DPX 
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Anexo 9: Protocolo Inmunofluorescencia 

 

1) Desparafinación: 

● Xilol I (10 min) 

● Xilol II (10 min) 

● Xilol III (10 min) 

2) Rehidratación: 

● Alcohol 100% I (5 min) 

● Alcohol 100% II (5 min) 

● Alcohol 95% (5 min) 

● Alcohol 70% (5 min) 

3) Lavado en agua destilada durante 10 min. 

4) 3 cambios en PBS, 5 min cada uno. 

5) Recuperación antigénica con buffer citrato, durante 20 min 

6) Enfriamiento de las muestras durante 20 min 

7) Bloqueo de sitios inespecíficos: 

● Aplicar Cas – block durante 30 min a temperatura ambiente. 

● Incubación con suero de cabra 5% - Tritón X100 0,1% - BSA 4% en PBS 

1X, durante 30 min a temperatura ambiente. 

8) Incubación del anticuerpo primario:Anticuerpo en suero de cabra 5% - Tritón X100 

0,1% - BSA 4% en PBS 1X durante la noche a 4º C. 

9) 3 cambios en PBS, 5 min cada uno  

10) Incubación del anticuerpo secundario (En oscuridad a partir de este paso) 

● Cy2 [verde] y Cy3 [rojo], diluido 1:500 en suero de cabra 5% - Tritón 

X100 0,1% - BSA 4% en PBS 1X, durante 2 hora a temperatura ambiente 

11) 3 cambios en PBS, 5 min cada uno  

12) Contraste nuclear con DAPI, diluido 1:1000 en PBS 1X, durante 10 min  

13) 3 cambios en PBS, 5 min cada uno 

14) Lavar en agua destilada durante 5 min 

15) Cubrir con AQUATEX 


