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.Prefacio -

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

cia en colegios.

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

dad en general.
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Glosario

Mitocondria: es

un organelo que estd
formado por una
doble membrana

que participa en los
procesos de obtencion
de energin para

las funciones y el
mantenimiento de las

células.
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1. Introduccion

“Para olvidarme de ti, voy a culti-
var la tierra (1)...”, decia Violeta Pa-
Irra... quizds nunca sepamos a quién
se referfa, pero si la escuchamos aten-
tamente, quizds si podremos olvidar-
nos de otro sujeto de complejo apelli-
do para lenguas latinas: “Alzheimer”,
o mds bien de la enfermedad asi de-
nominada, en distincién al neurdlo-
go alemdn que la describi6 hace casi
120 afios atrds (2). En el siguiente tra-
bajo trataremos de juntar la sabiduria
de las letras enunciadas por Violeta
con los resultados de nuestros expe-
rimentos, como un aporte en la bts-
queda de posibles soluciones de esta
terrible enfermedad.

La bisqueda del buen envejecimien-
to parece un tema inagotable tanto
para investigadores (3) como artis-
tas. Dentro del mundo lirico, impor-
tantes intérpretes han intentado dar
su perspectiva: Fleetwood Mac en
“Landslide” presentaba una metéafo-
ra sobre los cambios importantes que
involucran la adultez y la vida ma-
yor (4), mientras que Pink Floyd en
“Time” tenia una visién mds reflexi-
va sobre como el tiempo se escapa de
las manos de manera veloz (5). Los
cientificos no nos hemos quedado
atrds, y hemos aprendido que el enve-
jecimiento ocurre debido al dafio que
se acumula en nuestras células luego
de muchos afios, haciendo mads facil
que nos enfermemos (6). El cerebro es
uno de los érganos del cuerpo mds
afectados por este dafio progresivo,
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lo que facilita la aparicién de enfer-
medades neurodegenerativas como
la enfermedad de Alzheimer (EA) (7).

Esta enfermedad es la forma mads
comin de demencia en Chile y el
mundo. Se presenta principalmen-
te con alteraciones en el proceso de
aprendizaje y la pérdida de memo-
ria. Si bien el envejecimiento es la
principal razén de esta enfermedad,
existen otros factores de riesgo como
las enfermedades cardiovascula-
res, diabetes, el consumo de tabaco,
entre otros (8). La EA se caracteriza
por la pérdida del funcionamiento
de neuronas en distintas regiones
del cerebro, destacando inicialmente
el hipocampo, estructura que se en-
carga de almacenar la memoria. Este
deterioro luego progresa lentamente
a otras zonas del cerebro, causando
que el individuo pierda la capacidad
de ser independiente en su vida coti-

diana (9).

En el cerebro de pacientes con EA,
se acumula una molécula llamada
péptido beta-amiloide, que forma
agrupaciones o complejos con otras
moléculas llamadas oligémeros de
beta-amiloide (OpAs) (10). Estos oli-
gémeros promueven la oxidacién
excesiva, una forma de deterioro de
las moléculas orgdnicas, en las neu-
ronas a través de la sobreproduccién
de moléculas llamadas especies reac-
tivas de oxigeno (EROs), especifica-
mente en la mitocondria, donde des-
taca el peréxido de hidrégeno (H,O,)
(11). Al igual que en una manzana



a medio comer, esta oxidaciéon deja
una marca, que se asocia al dafio y
muerte neuronal. Otra forma en que
los OPBAs provocan deterioro es me-
diante la activacién de una proteina
llamada NFATc4: esta proteina esta
en las neuronas y cuando se activa
viaja como un predicador de desgra-
cias hacia el ADN que se encuentra
dentro del niicleo, y promueve la
formacion de proteinas que generan
la pérdida de comunicacién entre las
neuronas (12).

Como si fuera un valioso instrumen-
to, el cerebro debe ser afinado con sa-
grada regularidad para impedir que
se oxide por el desuso y maltrato.
Para ello se ha investigado y probado
distintas drogas para evitar el dafio
producido en el cerebro durante el
envejecimiento, y en particular la EA
(13). Algunos de estos medicamentos
se enfocan en prevenir el dafio neu-
ronal causado por la oxidacién, para
lo cual se han estudiado compuestos
con propiedades antioxidantes (14).
El consumo de estos compuestos po-
dria detener y contener la acumula-
cién de EROs, y potenciar la autode-
fensa antioxidante de las células (15).
Los candidatos a usar en la EA son
bastantes, y con periodicidad mads de
alguno se ha filtrado en las portadas
de revistas, en donde prometen aca-
bar de una vez por todas con esta te-
rrible enfermedad.

En este trabajo estudiamos la asta-
xantina (ATX), un antioxidante natu-
ral que estéd presente en muchos ani-

males marinos como el salmén y las
centollas, y que les otorga en parte
su coloracion rojiza. Estudios previos
han demostrado sus propiedades an-
tioxidantes contra el dafio producido
por la oxidacién de las EROs, lo que
nos da los primeros indicios del uso
que podria tener la ATX en nuestro
cerebro (16). Ademds, tal como un
artista multifacético capaz de tocar
diferentes instrumentos, la ATX tam-
bién posee otros efectos positivos
como prevencién de la inflamacién y
la muerte celular (apoptosis) (17, 18).
Todas estas propiedades presentes en
la ATX la hacen una candidata atrac-
tiva para usarla como un tratamiento
terapéutico o preventivo.

2. Métodos

Si nuestros experimentos fueran un
album de musica, podemos imaginar
que planificar los experimentos es
como escribir las notas de las futu-
ras canciones: debemos estar seguros
de lo que hacemos, afinar correcta-
mente los instrumentos a utilizar, y
seguramente probar mds de una vez
todo, de tal manera que todo rime y
resuene en armonia. De esa mane-
ra, en esta seccidon detallaremos las
principales decisiones que tomamos
en la construccién de este dlbum, y
primero, les presentamos una lista
que contiene los principales materia-
les utilizados y su origen, como toda
produccion.

Cultivo de neuronas hipocampales

No es ético ni correcto probar la ATX
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Niicleo: Centro de
control que dirige

las actividades de la
célula. La envoltura o
carioteca lo delimita
externamente. Dentro
de él, encontramos la
informacion genética
0 ADN en forma

de cromosomas y el

nucléolo.

Apoptosis: es el
proceso programado de
muerte celular, donde
las células se autodes-
truyen, lo que resulta
en un mecanismo de
eliminacion de células
no deseadas, dariadas
y que desemperia un
papel protector frente a

posibles enfermedades.



Diseiio
experimental

Se aislaron células
neuronales a las cua-
les se les administro
OBAs . A continua-
cidn, a un grupo
(grupo experimen-
tal) se les adicioné

el tratamiento de
ATX y se comparo
con el grupo que no
recibié el tratamiento
(grupo control).
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Neurona

Cultivo Neuronal

OBAs et tgh.

ATX

Neurona

Cultivo Neuronal

en el cerebro de una persona o ani-
mal sin hacer pruebas en modelos
celulares, ya que podriamos termi-
nar generando mds dafio que bien.
Debemos partir lento y seguro, para
que una vez que sepamos que fun-
ciona en un modelo simple, podamos
aumentar la complejidad. Es por esto
que utilizamos como modelo de es-
tudio células neuronales aisladas del
cerebro de ratas, las que bajo especial
cuidado pueden vivir adheridas a
un plastico especial. Esto se conoce
como un modelo “in vitro”, ya que las
neuronas no viven de forma natu-
ral asi, y si bien se pierden innume-
rables caracteristicas, como la rica y
compleja arquitectura y conectividad
del cerebro, al tener las células aisla-
das podemos descubrir y entender el
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efecto que puede tener la ATX sin la
intervencién de otros factores.

Preparacion de oligomeros de be-
ta-amiloide (OPAs).

Si comparamos la vida celular con una
gran orquesta, sin lugar a dudas las
proteinas se llevan el rol més protagé-
nico, no obstante, en muchas ocasio-
nes estas no pueden lograr sus impor-
tantes funciones de manera aislada y
necesitan juntarse en pares o grupos
llamados oligémeros que en ocasiones
pueden alcanzar cientos de miembros
formando conglomerados mayores o
“polimeros”. Aln asi, no siempre la
melodia producida por estas estructu-
ras resuena armoniosamente para las
necesidades celulares, este es el caso
de la EA, en donde la acumulacién



de los OBAs interrumpen la delicada
sincronia de la orquesta neuronal. En
este trabajo replicamos este proceso,
en el que a neuronas sanas les agre-
gamos conglomerados de OBAs gene-
rados sintéticamente en el laboratorio,
de esta manera tratamos de modelar
los procesos neurotdxicos que se pro-
ducen durante la EA.

Ensayo de viabilidad

Una de las mejores formas de com-
prender algo es observarlo directa-
mente, para esto utilizamos un mi-
croscopio. Sin embargo, las células son
muy delgadas y no tienen color, por lo
que para descubrir los secretos de las
células es necesario la ayuda de com-
puestos coloreados o con luz emitida
como fluorescencia que nos permitan
seguirlas. Entonces, para evaluar un
nuevo compuesto debemos saber si
este podria resultar beneficioso o da-
fiino, para esto determinamos si las
células viven o mueren. Por este mo-
tivo, utilizamos Calceina-AM que nos
permite identificar las células vivas
en color verde, y Etidio-Homodimero
que nos permite observar las células
muertas en color rojo.

Determinacion de especies reacti-
vas del oxigeno (EROs).

Las EROs son como estribillos pe-
gadizos que de manera inevitable y
reiterada son producidas en todas las
células por los organelos, que son los
elementos que componen la célula y
le permiten cumplir sus funciones,
especialmente en las mitocondrias,

causando estragos y alterando la deli-
cada funcién de variados componen-
tes celulares (19). Debido a su locali-
zacion especifica dentro de las células,
y su corta vida, las EROs nos entregan
una ventana de tiempo muy pequefia
para poder observarlas incluso utili-
zando los mejores microscopios. Para
resolver este problema (20), los inves-
tigadores de otras partes del mundo
lograron modificar las células para
que produzcan una proteina deno-
minada Hyper-Mito (21) que detecta
los aumentos dentro de las células de
EROS emitiendo luz. Entonces, noso-
tros le entregamos las instrucciones a
las células para sintetizar y localizar
esta proteina en sus mitocondrias, y
cuando aumentan las EROs, especifi-
camente H O,, aumenta la emisién de
luz en la célula, a través de Hyper-Mi-
to, y de esa manera podemos observar
y medir los cambios de EROs en un
microscopio especialmente disefiado
para esto.

En particular, obtuvimos y compara-
mos imdgenes de Hyper-Mito en neu-
ronas controles, tratadas con OPBAs
y/o ATX para determinar las diferen-
cias en la produccién de EROs entre
estas condiciones. Luego graficamos
la amplitud (tamafio) de las sefales
generadas como una razén respecto
de la sefial que se observa antes de
agregar el tratamiento (divisién) F/FO,
a través del tiempo (F/F0 v/s tiempo);
de esta manera podemos seguir los
cambios en la produccién de EROs.
Un valor superior a 1 indicard un au-
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Citoplasma:
corresponde a la parte
interior de la célula
entre la membrana
plasmdtica y el niicleo,
estd compuesta por
agua, sales, diversas
moléculas orgdnicas y
donde se encuentran
los organelos como las

mitocondrias.
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mento y un valor menor a 1 indica
una disminucion.

Determinacion de la transloca-
cion nuclear de NFATc4

Tal como un buen grupo musical,
las neuronas cuentan en su inte-
rior con diferentes agentes que las
ayudan a realizar sus funciones con
la mejor puesta en escena posible.
Uno de estos agentes es la protei-
na llamada NFATc4, quien con su
viaje desde el citoplasma hacia
el nicleo (proceso conocido como
traslocacién) transmite y controla
la informacién que desencadena el
terrible destino que depara a las
neuronas producto del dafio pro-
ducido por los OPAs (12). Con este
panorama, y dentro del pequefio y
densamente poblado espacio que
presentan las neuronas, ;como dis-
tinguir algo entre todos los agentes
que vienen y van dentro de las célu-
las? Para lograr esto, modificamos
las neuronas para que produzcan
un equivalente de NFATc4 que emi-
te luz de color verde (denominado
NFATc4-eGFP) (22) de esta manera
podemos seguirlo y localizarlo en
su viaje al nticleo mediante micros-
copia. Asi, obtuvimos imdgenes de
NFATc4-eGFP en neuronas contro-
les, tratadas con OBAs y/o ATX y
comparamos la localizacién de este
en el nicleo o citoplasma entre es-
tas condiciones.

Estadistica

En los juegos de azar, ganar el pozo
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acumulado serd una cuestién de
suerte, en cambio cuando un can-
tante gana un Grammy depende
netamente de su talento. Al realizar
cualquier tipo de experimento que-
remos tener la seguridad de que los
resultados observados correspon-
den efectivamente al efecto que es-
tudiamos y no al azar, es por eso
que recurrimos a las matematicas,
especificamente a la estadistica, la
cual logrard diferenciar entre es-
tas dos situaciones. En los graficos
de los resultados verds un simbolo
(* o #) que indica cuando estamos
seguros de que las diferencias en-
contradas son verdaderas y no “un
golpe de suerte” (23). Especificamen-
te, esto lo logramos al aplicar una
prueba estadistica llamada “ANO-
VA de una via”, seguido del “test

P

<0,001 en comparacién con el con-

Bonferroni de comparacién” (**

trol; #p <0,05 en comparacién con
la condicién indicada).

Bioética

En la ciencia, tener la autorizacién
para poder trabajar con animales
es un proceso largo y riguroso, en
donde la prioridad es el bienestar
de los animales por sobre cualquier
objetivo. Este trabajo conté con la
autorizacién del Comité de Bioéti-
ca de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile en base a los
reglamentos del Instituto Nacional
de Salud de Estados Unidos.



3. Resultados

a) La astaxantina (ATX) no provo-
ca toxicidad en las neuronas del hi-
pocampo.

Cuando una banda necesita una nue-
va o un nuevo vocalista, deben ase-
gurarse de elegir a alguien que traiga
beneficios al grupo y que no dafiard la
misica que los caracteriza. Lo mismo
sucede con una nueva terapia, si se
quiere utilizar este antioxidante (ATX)
como un potencial tratamiento contra
el avance de la EA, debemos asegu-
rarnos de que no serd dafiino para las
neuronas que queremos tratar.

Por lo tanto, lo primero que hicimos
fue observar si este compuesto no
afecta la sobrevida de las neuronas
realizando un ensayo de viabilidad
celular, luego de exponerlas por 24
horas con distintas concentraciones
de ATX (10° M a 10* M). En este en-
sayo evaluamos la cantidad de células
vivas en comparaciéon a las muertas:
las primeras presentardn una fluo-
rescencia verde debido a la calceina,
mientras que las segundas presenta-
rdn un color rojo debido al etidio. Los
resultados mostraron que concentra-
ciones de ATX inferiores a 10° M no
disminuyen la viabilidad de las neu-
ronas al compararlas con neuronas
que no recibieron ATX.

b) La astaxantina (ATX) previe-
ne el aumento en la produccion de
H,O, mitocondrial (EROs) indu-
cida por los OBAs (oligémeros de
beta-amiloide).

Como se mencioné anteriormente, los
OPAs inducen un aumento de H,O,
en la mitocondria, y para evaluar la
capacidad antioxidante de ATX en la
prevencion de este evento, logramos
que las neuronas produjeran Hyper-
Mito, el cual funciona como un sensor
de los niveles de produccién de EROs,
de forma especifica en las mitocon-
drias. Un ejemplo de los cambios de
luz en forma de fluorescencia que de-
tectamos en las diferentes condicio-
nes las mostramos visualmente en la
Figura 1 (A-D). Ademds, se grafic6 en
la Figura 1E, un promedio de los cam-
bios observados en muchas células.

Primero, nos debemos asegurar de
que el disolvente o la sola accién me-
cdnica asociado al tratamiento de
las células no produzca un aumento
de la fluorescencia. Esta condicién la
denominamos control, en la cual no
afladimos ningtn tratamiento, sélo
el liquido en que estan disueltos los
compuestos que probamos después,
como se muestra en la Figura 1A, y
es representado por la linea negra en
la Figura 1E, concluyendo que no hay
cambios significativos al comparar
antes y después de la adicién de este
liquido.

Luego, cuando agregamos los OBAs
sintéticos, observamos que se produ-
ce un aumento en la fluorescencia, lo
que indica un aumento en la produc-
cién de EROs, tal como se muestra en
la Figura 1B y la linea azul de 1E. Para
ver si ATX puede prevenir el aumento
de fluorescencia, previo a la adicién
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de OPAs (y durante 90 minutos) se
mantuvieron a las neuronas con la
ATX. En esta oportunidad las células
no generaron un aumento de la sefial
fluorescente al adicionar OPAs, lo que

se muestra en la y la linea

Después

Después

Fluorescencia HyperMito (F/ Fo)

verde de 1E. Como control interno
del experimento, evaluamos si el tra-
tamiento de ATX por si s6lo genera
un cambio en el estado oxidativo de
las mitocondrias de las neuronas, sin

observar cambios comparado con la

Después

Después

#
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condicién control, como se observa en
la Figura 1D vy la linea roja de 1E.

Con el fin de visualizar y comparar
de mejor manera todo lo anterior, en
la Figura 1F observamos en forma de
barras cudnto cambia la fluorescencia
a un tiempo de 20 minutos, respecto
a los valores iniciales (F/F0). Aqui,
se puede ver nuevamente que la tni-
ca condicién en la que se observa un
aumento de la sefial, y por ende, de
la produccién de EROs, es en donde
se agregan OBAs. Llas lineas que se
grafican en cada punto representa la
dispersion de los datos obtenidos.

c) Astaxantina (ATX) previene
la activacion de NFATc4 media-
da por OBAs (oligomeros de be-
ta-amiloide)

Se cree que la activacion de NFATc4
por parte de los OBAs conduce a las
neuronas por una verdadera “carretera
al infierno” (24), iniciando los primeros
pasos que provocardn gran parte de
la muerte de las neuronas o neuro-
degeneracion que caracteriza la EA.
Una sefial de que este factor se activo
es que NFATc4 encontré su camino al
ADN que se encuentra en el nticleo de
las neuronas.

Por ello, el propésito de este expe-
rimento fue observar si la ATX po-
dia evitar o disminuir la cantidad
de NFATc4 que viaja hacia el ndcleo
(NFATc4 activado). Para visualizar el
movimiento de este factor se obser-
v6 la version fluorescente de NFATc4
(verde). Cuando sélo estd en el cito-

plasma se observa una sefial verde,
pero cuando se mueve al ntcleo se
puede observar en color azul, por lo
tanto si llega al nticleo observaremos
un color celeste.

En la Figura 2 se observé en las neu-
ronas control que la sefial verde se
detecta principalmente fuera del nu-
cleo, indicando que NFATc4 no esta-
ria activado en condiciones basales
(Figura 2A). Cuando se realiz6 la in-
cubacién con OPAs (por 6 horas) se
observé una mayor localizacién de la
senal verde en el ntcleo, evidencian-
do que NFATc4 se encontraria activa-
do en esta condicién (Figura 2B) al ha-
ber viajado desde el citoplasma hacia
el nicleo. Al realizar el tratamiento
con ATX, previo a la incubacién con
OPAs, se observé una menor cantidad
de este factor en el ntcleo (Figura 2C).
Nuevamente se evalué si ATX por si
sola produce algiin cambio, eviden-
ciando resultados similares al control
(Figura 2D).

Finalmente, enla Figura 2E, se presen-
tan en un gréfico de barras los valores
promedio de la relacién entre la sefial
detectada en el nticleo y en el citoplas-
ma para cada condicién. Los valores
sobre 1 indican una mayor sefial en
el nicleo, interpretdndose como una
mayor activacion de NFATc4, mien-
tras que menores a 1 corresponde a
menor activacién en comparacién a la
encontrada en las neuronas controles,
indicando una mayor sefial en el cito-
plasma. Se puede observar que cuan-
do se incuba a las neuronas con O3As,
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NFATc4 se encuentra principalmente gias para tratar o prevenir la apariciéon
ubicado en el nicleo (valores signifi- de enfermedades asociadas al enveje-
cativamente mayores a 1), lo cual se cimiento (14), sin embargo, ain no ha
previene al administrar previamente sido posible encontrar una molécula
el antioxidante ATX, observando va- que sea realmente efectiva para pre-
lores cercanos al control y distintos a venir o retrasar estas enfermedades
la sola adicién de OBAs. (25), aunque abundan mitos y percep-

. . s ciones infundadas acerca del uso de
4. Discusion .

algunas de estas sustancias (26).

Por varias décadas, varios antioxidan- . )
Tal como es dificil mantener un equi-

tes han sido estudiados como estrate- . ) .
librio de instrumentos en un concier-

m
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Figura 2.

Se incorporo a las neuronas la proteina NFATc4 fusionada a GFP (proteina fluorescente verde), lo que permitié hacer
su seguimiento en la célula mediante la medicion de la intensidad de fluorescencia. Los paneles A-D muestran la locali-
zacion de NFATc4 (verde) y la de los niicleos (azul). En el grdfico E se ilustrd en barras la intensidad de la fluorescencia
del niicleo en relacion a la del citoplasma, y a su vez comparadas al control (linea horizontal punteada). Se observé un
aumento del promedio de la intensidad cuando las células fueron tratadas con los OBAs, situacion que no ocurrio en
aquellas neuronas pretratadas con ATX.

La concentracion de los compuestos adicionados fueron las siguientes: OBAs 0,5-10°M y ATX 0,1M. La barra blanca
en la esquina inferior izquierda representa una distancia de 10 metros. Los valores de la relacion de fluorescencia nii-
cleo/citoplasma (presentados como promedio + error estdndar) corresponden a la division de fluorescencia en el niicleo
con la fluorescencia del citoplasma. Ademds, todas las condiciones se dividen nuevamente por el valor promedio de
la condicion control, de tal manera que nuestro valor de referencia, el control, sea 1. Los resultados corresponden a la
medicion en dos regiones neuronales proveniente de cuatro experimentos independientes, midiendo 15-25 neuronas
para cada condicion.



to, es complicado manejar el balance
entre la produccién EROs y su elimi-
naciéon. Hoy sabemos que también
un exceso de antioxidantes puede ser
dafiino (27), dado que varias funcio-
nes celulares requieren de un minimo
nivel de oxidacién (28). Por lo tanto,
es necesario conocer profundamente
los posibles mecanismos y procesos
afectados por los antioxidantes para
definir apropiadamente sus efectos y
dosificacion.

En este trabajo, estudiamos los po-
tenciales efectos protectores del an-
tioxidante ATX en un modelo in vitro
de neurotoxicidad (dafio neuronal),
asociada a la exposicion de OPAs
(29). Los resultados muestran que el
pretratamiento con ATX, por tiem-
pos cortos, previene la produccién de
EROs mitocondriales y la transloca-
cién al nicleo de NFATc4 inducidos
por los OBAs, lo que supondria una
especie de freno a la oxidacién cau-
sada por los OBAs, y una proteccién
a la neurodegeneraciéon que surge de
la activacion de NFATc4. Ademas, la
ATX a las concentraciones trabajadas
no provocé un efecto por si misma,
teniendo comportamientos muy pare-
cidos a la condicién control.

Para que este compuesto sea una te-
rapia faltan muchos pasos. Estos re-
sultados deben replicarse en sistemas
mds complejos. Para luego usar la
droga en animales como ratas o rato-
nes, luego en animales mds parecidos
a humanos y finalmente llevar a cabo
ensayos en humanos que pueden to-

mar varios afios. Hay que considerar
que el sistema nervioso central es un
blanco dificil de alcanzar para muchos
compuestos, ya que estd protegido de
la exposicién a sustancias téxicas por
la denominada barrera hematoen-
cefdalica (30). Si bien pareceria muy
dificil derribar este muro, la ATX al
menos, en estructura y funcién, pare-
ce estar bien equipada para traspasar
esta barrera (16).

La lista de artistas que participan en el
proceso de estrés oxidativo es amplia,
pero en este trabajo nos concentramos
en la produccién de H O, mitocon-
drial (31). Este lugar es la principal
tuente de EROs en las células, aunque
no la tnica, y si bien el H,O, es menos
dafiino que otros EROs, posee algu-
nas caracteristicas que la hacen una
molécula importante de estudiar. En
particular, tiene una vida media maés
larga que otras EROs y posee una ma-
yor movilidad (32), por lo tanto, pue-
de afectar lugares lejanos a sus sitios
de produccién, en “un largo tour” (33)
en distintos sitios dentro de la célula,
perturbando el delicado equilibrio
presente. Aun asi, las propiedades
atribuidas a la ATX tienen la posibi-
lidad de alcanzar y detener este tour
del terror, especialmente debido a su
amplia distribucién en las célula (34).

“Al final de este viaje” (35) es impor-
tante recordar que todos estos resulta-
dos son realizados en un contexto in
vitro, por lo tanto, atin estdn lejos de
representar un verdadero camino a la
cura de la EA. No obstante, nos gusta-
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Barrera hematoen-
cefdlica: corresponde
a una estructura de te-
jido y vasos sanguiieos
que actiia como barrera
fisica y metabélica

que separa al sisterma
nervioso central de la

periferia.
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ria destacar uno de los versos de “For
Reasons Unknown” - The Killers: “Mis
ojos ya no te reconocen mds”, forma en
que, Brandon Flowers, relata la batalla
de su abuela contra la EA (36); home-
naje bastante adecuado considerando
que pacientes avanzados en la enfer-
medad pueden recordar e incluso ta-

rarear canciones.

Futuros trabajos podrian confirmar
este rol protector, ademds de ampliar
los efectos de la ATX a otras especies
oxidantes que han mostrado también
una gran relevancia en el desarro-
llo de distintas enfermedades, tanto
sistémicas como enfermedades neu-
rodegenerativas, siendo un blanco
atractivo para el desarrollo de futuros
tratamientos (37). Esperamos que la
ATX represente una incipiente gue-
rrera en esta batalla, pero como “se
hace camino al andar”(38), las inves-
tigaciones con este particular antioxi-
dante deberdn continuar, para que
asi, mds pronto que tarde, podamos
utilizar a esta roja exiliada del sur (39).
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Reticulo
endoplasmdtico
(RE): es un organelo
celular, que forma una
red de estructuras
parecidas a bolsas y
tubos, que se encuentra
en el citoplasma, cuya
superficie exterior
puede ser lisa o
rugosa. El RE rugoso
tiene ribosomas en

su superficie y es

el lugar donde se
sintetiza alrededor

del 30% de todas

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

(aziicares).

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

mitocondrias.

Papers para todos

1. Introduccion

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

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

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

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

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



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

2. Métodos
Animales

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

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

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

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

Alimentacion con NAC

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

Entrenamiento y evaluacion de la
memoria espacial

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

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

es utilizado por
distintas hormonas

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

neuronas.



Diseiio
experimental

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

durante 21 dias.

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

/f\v‘..',O[%As

®
Alimentacién Inyeccion de OBAs en el Test
con NAC hipocampo de la rata conductual

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

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

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

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

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

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

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

Andlisis estadistico

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

Alto

Moderado Bajo

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

3. Resultados

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

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

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

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



Figura 2.

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

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

32

OBAs

E= Bajo
= Moderado
Bl Alto

NAC/OBAs

milar al grupo control salino.

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

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

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

ii) Animales inyectados con ABOs

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

iv) Animales inyectados con ABOs
alimentados con NAC.

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



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

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

1.57 i# il _

Control

Tasa de Acierto

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

C

Latencia (s)

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

o

Relacion de Distancia
(observado/esperado)
s

Sesion

Figura 3.

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

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

4. Discusion

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

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

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



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

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

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

Anticuerpo: son
proteinas producidas
por el sistema inmune
al detectar sustancias
dariinas, llamadas
antigenos, que pueden
ser microorganismos o

quimicos.

Patogeno: es aquel
agente infeccioso que
puede causar una
enfermedad en un

organismo hospedador.

Neuronas: son
células altamente
especializadas del
sistema nervioso,

a nivel estructural
se componen de un

s0Mma o cuerpo 'y
un axon. A nivel

funcional responde a
los estimulos al generar
un impulso nervioso
que se transmite a otra
neurona, a un musculo

o0 a una glandula.
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1. Introduccion

¢Cudntas veces tus padres te re-
cordaron que te lavaras los dientes
después de cada comida? ;Por qué
crees que lo hacian? El motivo es
porque en nuestra boca habitan nu-
merosas bacterias, la mayoria de es-
tas no nos generan dafio, sin embargo
existen otras bacterias que nos pue-
den generar enfermedades, incluso,
algunas podrian participar en el de-
sarrollo de la enfermedad de Alzhei-
mer (EA). ;COomo? te preguntards, una
cosa es olvidar cepillarse los dientes,
pero olvidar todos nuestros recuerdos
parece algo.... increible.

Existen diversas enfermedades que
pueden generarse dentro de nuestra
boca. Entre las enfermedades mds co-
nocidas podemos encontrar la gingi-
vitis, en donde la agrupacién de bac-
terias forma una biopelicula conocida
como placa bacteriana o “sarro”, pro-
vocando la inflamacién de las encias
ocasionando sangrado al cepillar, o
sin razén aparente. Cuando la gingi-
vitis no es tratada, se genera un des-
equilibrio en las comunidades bacte-
rianas, progresando a Periodontitis o
también conocida como Enfermedad
Periodontal (EP) (1). En esta enferme-
dad ademads de la inflamacién, se ge-
nera la pérdida del hueso que soporta
al diente, pudiendo llegar a la pérdida
de las piezas dentales (1). Tanto la gin-
givitis como la EP son enfermedades
odontolégicas bastante silenciosas y
pueden pasar desapercibidas durante
mucho tiempo.
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La inflamacién observada en la EP se
produce debido a toxinas producidas
por las bacterias, donde nuestro orga-
nismo al encontrarse con esta inva-
sion, responderd activando al sistema
inmune a través de diferentes meca-
nismos, como por ejemplo la produc-
cién de anticuerpos. Sin embargo, en
ocasiones estos microbios pueden via-
jar por el torrente sanguineo llegando
a otras zonas u 6rganos del cuerpo,
como al cerebro (2).

Algunas de las bacterias patogenas
que pueden causar estas enferme-
dades son la Porphyromonas gin-
givalis (Pg) y la Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (Aa). Las
bacterias Aa no son todas iguales, por
lo que han sido clasificadas en sub-
tipos o también llamados serotipos,
siendo los mds frecuentes en huma-
nos el subtipo a que mayormente estd
presente en encias saludables, y los
subtipos b y ¢ que se asocian a perso-
nas con periodontitis agresiva (3-6) .

Pero volvamos a la pregunta inicial,
icomo participan las bacterias en el
desarrollo de la EA? Todo empez6
cuando un grupo de investigadores
detect6 en pacientes mayores de 60
afios diagnosticados con la EA, una
mayor cantidad de anticuerpos contra
la bacteria Pg. Este hallazgo iba acom-
pafiado de un pobre rendimiento
cognitivo en comparacion a personas
sanas (7). Similares resultados fue-
ron obtenidos en el cerebro de ratas,
donde se evidencié la presencia de
Pg acompafiado de un deterioro en la



memoria y un aumento en la infla-
macion de las células cerebrales de
estos animales (8).

Entonces, para comenzar a enten-
der cémo se relaciona la EP con la
EA, debemos saber qué células hay
en el cerebro. En el cerebro existen
diferentes tipos celulares, como
neuronas, astrocitos y microglias.
Especificamente, las microglias par-
ticipan en la defensa del tejido cere-
bral, a través de un proceso llamado
fagocitosis.

Diferentes tipos de dafios o microor-
ganismos invasores generan un es-
tado de inflamacién crénica en el ce-
rebro, promoviendo el desarrollo de
enfermedades neurodegenerativas
) ;Cémo sucede esto? Cuando las
microglias reciben estos estimulos,
responderdn especializandose y mo-
dificando su funcién en 2 tipos: M1
o M2(10). La microglia tipo M1, au-
menta la liberacién de moléculas pro-
inflamatorias que permitirdn com-
batir una infeccién. Por otro lado, la
microglia tipo M2, ocurre el proceso
contrario, produce moléculas anti-in-
flamatorias que ayudan a revertir el
dafio y cicatrizar el tejido (10).

Sin embargo, si prevalece por tiem-
pos largos la presencia de microglia
de tipo M1 (por ejemplo una in-
feccién crénica) y la de tipo M2 no
puede neutralizar a las moléculas
inflamatorias, las células del cere-
bro estdn inflamadas permanente-
mente, lo que podria generar mads

dafo cerebral (10). Este proceso indu-
ce un estrés en el cerebro (menor nivel
de glucosa y oxigeno), lo que afecta el
funcionamiento de las neuronas que
puede inducir su muerte. Cuando en
nuestro cerebro ocurren estos epi-
sodios de inflamacién, se genera un
ambiente ideal que desencadena la
produccién y acumulacién de OfAs,
relacionado con la EA (11-13).

Las investigaciones previas indican
que las EP estdn relacionadas con la
EA (7, 14), mostrando una asociacion
entre los anticuerpos producidos con-
tra la bacteria Pg presente en la boca.
Sin embargo, no hay reportes de una
posible relacién de la bacteria Aa con
esta enfermedad neurodegenerativa,
a pesar de su conocido papel en for-
mas agresivas de periodontitis.

Debido a esto en este trabajo propo-
nemos que “Los serotipos de la bacte-
ria Aa relacionados a la periodontitis
agresiva, es decir los serotipos b y ¢,
generan una respuesta inflamatoria
en las células cerebrales (por activa-
cién de las microglias tipo M1), cau-
sando dafios neuronales similares a
los observados en la EA”.

2. Métodos

cDe qué manera podemos observar
como actiian los diferentes tipos de
bacterias Aa en las células cerebra-
les?

Para responder esta pregunta trabajamos
con cultivos celulares, que corresponden
a un proceso de obtencién de células a

4T

Glosario

Microglia: un tipo

de célula glial que se

encuentra en el sistema

nervioso que actiia
como célula inmune y
poseen la capacidad de

realizar fagocitosis.

Astrocitos: es

una célula glial del
sistema nervioso que
mayoritariamente
poseen forma de
estrella. Se ha definido
que los astrocitos
S0M necesarios para
la comunicacion
entre neuronas,
como también para
el suministro de los
metabolitos que las
neuronas necesitan

para funcionat.

Fagocitosis: es el

proceso donde células

especializadas absorben

o endocitan agentes
patégenos o células

muertas.



Diserio
experimental

Se adicioné lipopo-
lisacdrido (LPS) de
los distintos sero-
tipos de la bacteria
Aa, a cultivos de
células de hipocam-
po enriquecidas en
neuronas, astroci-
tos y microglias.
Posteriormente, se
evalud los niveles
de ARN mensajero
de moléculas anti y
pro-inflamatorias a
través de la técnica
de RT-qPCR

Glosario

OpAs: es un péptido
de 36 a 42 aminodcidos
que se sintetiza a
partir de la proteina
precursora del
amiloide. Se relaciona
con la Enfermedad

de Alzheimer ya que
compone las placas

amiloides.

Lipopolisacdrido
(LPS): es el mayor
componente de la
membrana externa
de las bacterias Gram

negativas.
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LPS de Aa

RT-qPCR

Cultivo de células

Cerebro
Microglia I
Neurona
{ ]
°
Astrocito

partir de un tejido especifico para ser
cultivadas y manipuladas en condicio-
nes controladas. Los cultivos celulares
son mantenidos dentro de una cdmara
que posee la temperatura adecuada para
su crecimiento, y se cultivan en placas
tipo petri con un medio liquido que con-
tiene todos los nutrientes necesarios para
su supervivencia. En el drea de la biolo-
gla celular son ampliamente utilizados
para simular el impacto que podrian te-
ner ciertos tratamientos, en este caso los
distintos serotipos de bacteria Aa. En
este estudio, se obtuvieron células y de
hipocampo, enriquecidos en neuronas,
astrocitos y microglias de ratas (15). Al
medio liquido del cultivo celular se adi-
ciond una parte de la estructura externa
de los diferentes serotipos de la bacteria
Aa, llamado lipopolisacdrido (LPS)

42

de hipocampo

(16). Cabe destacar que en una correcta
investigacion, los resultados siempre de-
ben ser comparados con una condicién
control o basal, en este experimento se
compard con una condicién control de
células cerebrales a las que no se agregd
LPS en el cultivo.

(Como podemos saber si existe un
aumento en los niveles de una pro-
teina que produce la célula en res-
puesta a la bacteria Aa?

Las células contienen informacién en
su material genético o ADN. Asi, se-
gun la informacién o genes que con-
tenga su ADN, son los tipos de protei-
nas que expresard. La expresion de un
gen tiene 2 etapas, la transcripcién, en
donde la célula codifica la informa-
cién del ADN vy la convierte en una



hebra de ARN mensajero (ARNm).
Luego el cédigo contenido en el ARN
mensajero o molde, es traducido para
que la célula genere una proteina.

Para evaluar si se genera un aumento
en la produccién de proteinas pro-in-
flamatorias o anti-inflamatorias se
mide si hay un aumento de ARNm de
estas proteinas. Para ello se realiza una
técnica llamada transcripcion reversa
acoplada a la reaccién de la polimera-
sa en cadena cuantitativa (RT-qPCR)
(16). Esta técnica permite cuantificar
la cantidad del ARNm presente en la
célula que codifica para proteinas con
funcién inflamatoria.

Finalmente, ;Como podemos estu-
diar el efecto de los serotipos a, b
y c de la bacteria Aa en la forma y
tamaiio de las células cerebrales?

Para estudiar los efectos que tiene el
LPS de los distintos serotipos de bac-
terias en la forma (morfologia) de las
células cerebrales, se realizé una téc-
nica llamada inmunofluorescencia
mediante la cual usando marcadores
especificos de los distintos tipos celu-

lares (neuronas, astrocitos v la micro-

cambios en su morfologia y abundan-
cia a través del uso de un microscopio
especializado.

Por otra parte, las neuronas son célu-
las altamente especializadas que po-
seen tres regiones el cuerpo o soma,
las dendritas y el axén (muy fino y
largo) que se ve solo con técnicas es-
pecializadas. Desde el cuerpo o soma
se extienden las dendritas que permi-
ten la comunicacién con otras neuro-
nas. El andlisis de Sholl en neuronas,
es un método que permite evaluar las
dendritas en i) la cantidad de ramas
que presentan y ii) la distancia en la
cual se producen la mayor cantidad
de ramas partiendo desde el cuerpo o
soma de la neurona.

Los resultados obtenidos fueron ana-
lizados a través de diferentes progra-
mas computacionales y estadisticos
que permiten evaluar matemdtica-
mente si las diferencias entre las con-
diciones tienen una alta probabilidad
de ser verdaderos.

3. Resultados

a) El serotipo b de la bacteria Aa

P

S
indice de
Ramificaciones ramificaciones Radio critico
() 1) X *
8 5 8 17 r T A11O L N
g 4 g 13 g 83
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Figura 1.

Grdficos muestran
la cantidad de veces
que aumentaron las
concentraciones de
ARNm de molécu-
las pro-inflamato-
rias (IL-1B, IL-6), y
anti-inflamatorias
(IL-4, IL-10), para
los cultivos expues-
tos a los serotipos a,
b, ¢, y sin exposicion
(control). Lo an-
teriormente men-
cionado se realizo
mediante andlisis de
RT-qPCR.
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Figura 2.

Cuerpo
Neuronal
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En el sistema inmune participan di-
versas proteinas que se activan en
respuesta a la presencia de patégenos,
algunas promueven la inflamacion,
mientras que otras por el contrario
tratan de detenerla. A las primeras las
llamamos pro-inflamatorias, ejemplos
de estas moléculas son la interleuqui-

Imagenes B
fusionadas

Nucleo
Neuronal

N° de neuritas
T
0 W ~

[=T -

na 1 beta (IL-1p) y la interleuquina 6
(IL-6). Por el contrario, las anti-infla-
matorias como su nombre lo indica,
ejercerdn la accién opuesta. Dentro de
este ultimo grupo encontramos a la
interleuquina 4 (IL-4) y la interleuqui-
na 10 (IL-10).
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ii)
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(A) Morfologia neuronal de cultivos mixtos de hipocampo, evaluada con tincion para MAP2 (cuerpos, dendritas y
axones neuronales en rojo). Los cultivos fueron expuestos a LPS de los serotipos a, b, c de Aa, y los controles no fueron
inducidos. Los niicleos celulares se observan en azul (DAPI), y se aprecia la colocalizacion de ambas tinciones en las
imdgenes fusionadas. (B) Cuantificacion de arborizacion denditrica mediante andlisis Sholl de neuronas de cultivos
mixtos de hipocampo tratados con 50 ng [ mL de LPS purificado de los serotipos a, b o ¢ de Aa y tefiidas con MAP2
(i) Esquema de andlisis Sholl, esta técnica describe las arborizaciones neuronales de las marcas iniciales. Cada neurona
es marcada en los niicleos y las dendritas, y el programa crea circulos concéntricos de 10 a 100 micrones alrededor del
niicleo y cuenta cudntas veces las dendritas intersectan cada circulo. El programa cuantifica (i1) el niimero de ramas
o dendritas iniciales, (iii) el indice de ramificacion de Schoenen (la relacion entre la interseccion mdxima y el niimero
principal de dendritas) y (iv) el radio critico (representa a qué distancia estd la dendrita mds larga). Los datos se presen-
tan como el promedio + la desviacion estdndar de cinco experimentos independientes. Luego de obtener los resultados,
éstos se evaliian con andlisis estadisticos para identificar si los resultados son significativos ( *** p <0,001).
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Los cultivos celulares obtenidos a par-
tir del hipocampo, regién del cerebro
que es afectado por la EA, que contie-
nen microglias, astrocitos y neuronas
fueron expuestos a la bacteria Aa se-
rotipo a, b y ¢ donde se observé que
el serotipo b se asocié a un aumento
en el ARN mensajero que se traduce
en las moléculas pro-inflamatorias IL-
1B e IL-6, comparado con el control.
Por otro lado, al evaluar las moléculas
anti-inflamatorias con los mismos tra-
tamientos, el serotipo b no se asoci6 a
cambios significativos en sus niveles,
mientras que el serotipo a se asocié a
un aument6 de los niveles de molécu-
las antiinflamatorias (Figura 1). Por
lo tanto, el serotipo a aumenta los ni-
veles de ARNm de moléculas anti-in-
flamatorias y el serotipo b aumenta
los niveles de ARNm de moléculas
pro-inflamatorias.

b) La administracion de LPS corres-
pondiente al serotipo b de la bacte-
ria Aa induce cambios en la morfo-
logia de neuronas hipocampales.

Por los efectos que se observaron en
los niveles de moléculas pro-inflama-
torias se evalud el efecto de los LPS
provenientes de los distintos serotipos
de la bacteria Aa en la morfologia de
las células hipocampales. En la Figura
2A se observaron cambios en la mor-
fologia de las neuronas tratadas con el
serotipo b, donde se muestra una des-
aparicién o disminucién de las dendri-
tas. Para cuantificar estos resultados
se realiz6 el andlisis de Sholl (Figura
2B), los resultados evidenciaron que el

serotipo b genera cambios morfolégi-
cos significativos en las células hipo-
campales produciendo encogimiento
y una disminucién tanto en la canti-
dad ramas dendriticas como en la ra-
mificacion (arborizacion) (Figura 2B).

4. Discusion

Recordemos que en la enfermedad de
las encfas (enfermedad periodontal)
existe liberacién de moléculas infla-
matorias, lo cual ademds de contri-
buir al desarrollo de diabetes y enfer-
medades cardiovasculares, también
podrian migrar, atravesar la barrera
hematoencefdlica y contribuir a una
mayor inflamacién cerebral (17).

Estudios previos demostraron que al-
gunas bacterias tienen la capacidad de
activar la respuesta inmune en células
cerebrales, especificamente se vié que
las células encargadas de defender al
cerebro (microglia) se activaron gene-
rando inflamacién sugiriendo su par-
ticipacién en el desarrollo de la EA (8,
18).

En este trabajo estudiamos si los sero-
tipos de la bacteria Aa relacionados a
la periodontitis agresiva podrian ge-
nerar una respuesta inflamatoria en
las células cerebrales, causando dafnos
neuronales similares a los observados
en la EA. Nuestros resultados aportan
nueva evidencia indicando que el LPS
del serotipo b de la bacteria Aa es ca-
paz de provocar una mayor respues-
ta del sistema inmune de células del
cerebro, la que se caracteriza por una
mayor producciéon de moléculas infla-
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matorias como IL-1(3 e IL-6 en células
del hipocampo.

Sibien los diferentes tipos de bacterias
Aa estudiados en este trabajo pueden
activar una respuesta inmune esta no
serd la misma para todas. Nuestros
resultados sugieren que el serotipo b
corresponde a la cepa mds agresiva
mostrando un cambio de la morfo-
logia de las neuronas (encogimiento,
disminucién de las ramas dendriticas
y del indice de ramificacién) que se
acompafié de un aumento en la pro-
duccién de OBAs, (datos no mostra-
dos) molécula clave en la EA.

Interesantemente, los resultados obte-
nidos con el serotipo a muestran que
esta cepa promueve la sintesis de mo-
léculas anti-inflamatorias. Mientras
que el serotipo ¢ no mostré diferencias
significativas con el grupo control.

En conclusién, se demostré que el se-
rotipo b de la bacteria Aa., presente en
la enfermedad periodontal, causa una
respuesta inmunolégica especifica en
las células cerebrales, lo cual podria
aumentar el riesgo de la EA.

Este trabajo ademds de estudiar la
EA, pretende promover el cuidado de
la salud bucal, no sélo por las impli-
cancias odontolégicas sino también
por las eventuales consecuencias en
el desarrollo de enfermedades neuro-
degenerativas.
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Glosario

Lobotomia: es un
tipo de cirugin que
consiste en la extir-
pacioén quirirgica de
una o mds regiones

del cerebro realizada

en los afios cincuenta
y sesenta, que luego
fueron prohibidas y re-
emplazadas, principal-
mente por tratamientos

farmacoldgicos.

Hipocampo: El
hipocampo es un drea
ubicada en el interior

del 16bulo temporal
del cerebro, que tiene
estrecha relacion con
diversas regiones de la

corteza cerebral.
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1. Introduccion

cComo recordamos? ;Como alma-
cenamos nuestras memorias? han
sido las preguntas que se ha realiza-
do la humanidad a lo largo de la his-
toria. Desde finales del 1800, distin-
tos cientificos han aportado con sus
investigaciones y experimentos para
desentranar estos misterios, sin em-
bargo, ain quedan muchas pregun-
tas sin responder. Hoy sabemos que
la capacidad de recordar depende del
funcionamiento de nuestro cerebro,
y por lo tanto de nuestro sistema ner-
vioso central (SNC), especificamente
el hipocampo. Esto fue descubierto
por accidente en los afios cincuenta
al tratar un paciente llamado H.M,
quien a los 7 afios tuvo un accidente
en bicicleta lo que le gener$ un diag-
ndstico de epilepsia. Durante afios
sufrié fuertes ataques que le impi-
dieron tener una vida normal. A la
edad de 27 afios fue sometido a una
lobotomia con el fin de terminar
con los fuertes ataques, extirpando
una region del cerebro, en este caso
el hipocampo y unas pequeas zo-
nas cercanas. Luego de esta cirugia
disminuyeron considerablemente los
ataques, sin embargo, notaron que
no lograba aprender o recordar nada
nuevo. El paciente H.M. es conocido
en el drea de la neurociencia, como
un actor clave en el descubrimiento
de diversos componentes de la me-
moria y el aprendizaje (1).

La memoria se define como el proce-
so por el cual la nueva informacién

es consolidada y almacenada en el
cerebro. De acuerdo con su tempo-
ralidad puede ser clasificada como
memoria a corto plazo y memoria a
largo plazo (2-4). La memoria de cor-
to plazo consiste en la retencién de
informacién por un periodo corto de
tiempo, sin la creacién de nuevas co-
nexiones entre neuronas y no requie-
re la expresién de nuevas proteinas.
La memoria de largo plazo ocurre
cuando luego del aprendizaje se ge-
neran nuevas conexiones neuronales,
permitiendo que la informacién pue-
da ser recordada por semanas, meses
e incluso afios y es dependiente de la
sintesis de nuevas proteinas que pro-
moverdn la consolidacién de la me-
moria (5-10).

En este trabajo nos enfocaremos en
XBP1, una proteina que actia como
un factor de transcripcion (11, 12),
que fue descrita en la década de los
noventa en las células del sistema in-
mune, especificamente en las células
encargadas de sintetizar o producir
anticuerpos. Estudios posteriores de-
mostraron que también era una pro-
tefna importante para la funcién del
higado, del pancreas y de las glandu-
las salivales (13-16). Una caracteristi-
ca en comdn que poseen las células
que componen estos érganos es que
son altamente secretoras, es decir
que producen muchas proteinas que
son liberadas al medio que las rodea
para que puedan cumplir con sus
funciones.

Cuando iniciamos esta investigacion



sabiamos que XBP1 estaba presente
en el cerebro, pero no sabiamos cudl
era su funcién ;por qué estaba ahi?
(por qué durante los afios de evolu-
cién se habfa mantenido su expre-
sién en ese tejido? ;Qué rol cumplia
XBP1 en el cerebro? Sabiamos que, si
la presencia de XBP1 disminuye en
el SNC, las personas tienen riesgo
de desarrollar enfermedades como
el trastorno bipolar o la enfermedad
de Alzheimer (17, 18). Por otra parte,
sabemos que durante la formacién de
la memoria en el SNC ocurren cam-
bios en las células para cumplir con
su funcién, especificamente las neu-
ronas se caracterizan por conducir
el impulso nervioso y comunicarse a
través de las sinapsis, a través de la
secrecion de diversas proteinas (1).

Considerando todos estos anteceden-
tes y la funcién de XBP1 en otros te-
jidos con alta capacidad secretora, en
este trabajo se propuso evaluar por
primera vez el posible rol de XBP1 en
el SNC, especificamente en las célu-
las neuronales.

2. Métodos

Para esta investigacion se realizaron
experimentos con animales, estos de-
ben ser previamente aprobados por
el comité de bioética de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Chile,
de esta forma confirmar que los ex-
perimentos o tratamientos cumplen
con las normas éticas definidas inter-
nacionalmente.

Los experimentos fueron realizados

en ratones macho de entre 3 y 6 me-
ses de edad que fueron mantenidos
bajo ciclos de 12 horas de luz y 12 ho-
ras de oscuridad, con acceso libre a
comida y agua.

cComo evaluamos si un raton
puede aprender una tarea?

Para evaluar si es que los animales
pueden recordar o aprender ciertas
tareas, los cientificos realizan dife-
rentes experimentos que permiten
identificar estos procesos. A conti-
nuacion, detallamos los protocolos a
los cuales sometimos a nuestros ra-
tones.

Condicionamiento contextual al mie-
do (CCM): Esta tarea o paradigma
conductual comprendié tres fases:
habituacién, entrenamiento y final-
mente test o evaluacion. La habitua-
cion se realiza el dia 1 donde cada
animal es colocado dentro de la ca-
mara durante 5 min para que la ex-
plore y se familiarice dentro del es-
pacio, luego son devueltos a su caja
de mantencion.

El entrenamiento fue realizado el dia
2, y consiste en ubicar el animal den-
tro de la misma cdmara que contiene
en la base una rejilla que produce un
estimulo eléctrico. Dentro de la caja
al animal se le permitié habituarse
por 2 minutos y luego, fue expuesto
a un sonido de 80 dB durante 30 se-
gundos. Luego, de un intervalo de 2
segundos a los animales se les admi-
nistré un choque eléctrico de 0.5 mA,
que no les resulta dafiino, el cual es
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Proteina: Las pro-
teinas son macromo-
léculas compuesta de
una o varias cadenas
de aminodcidos, entre
ellas podemos encon-
trar a las enzimas, los
factores de transcrip-
cion, las hormonas, los

anticuerpos, etc.

Factor de trans-
cripcion: Un factor
de transcripcion en
una proteina que se
une a una secuencia
especifica de ADN en
el niicleo de la célula,
controlando el proceso
de transcripcion de
genes permitiendo la
formacion de ARN

mensajero.

Sinapsis: Espacio
entre el extremo de

una neurona y otra
célula, que se definen
como presindptica

Yy postsindptica
respectivamente. EI
impulso nervioso
ocurre en una sola
direccion y se transmite
a la célula postsindptica
mediante sustancias
quimicas llamadas

neurotransmisores.



Diseiio
experimental

Animales genética-
mente modificados,
ya sea que sobreex-
presan o son defi-
cientes para XBP1,
fueron evaluados
en tareas conduc-
tuales para evaluar
su aprendizaje y
memoria. Primero,
se realizo el test

de flexibilidad de
memoria espacial.
Luego estudio el
condicionamiento
contextual al miedo
(CCM).
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Raton genéticamente
modificado

& &
Modelo Test memoria Condicionamiento
de estudio espacial contextual
al miedo

designado como el estimulo no con-
dicionado (ENC),
proceso 5 veces. El entrenamiento le

repitiendo este

permite al animal asociar un contex-
to, el que consiste en la cdmara junto
al sonido y el estimulo eléctrico, que
corresponde al estimulo negativo.

Al tercer dia se realiza el test o eva-
luacién del aprendizaje del animal a
la tarea. Es decir, el animal al entrar a
la cdmara deberia recordar que en ese
lugar (contexto) el dia anterior recibié
el estimulo eléctrico, como respues-
ta al miedo los roedores permanecen
inmadviles. Por lo tanto, el animal fue
nuevamente introducido en la cdma-
ra original durante 5 minutos (300 se-
gundos) y fue evaluado cudnto tiem-
po permanecié inmévil, esto permite
determinar la asociacion del ENC con
el contexto. La mediciéon de la inmo-
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vilidad se realiza de forma automati-
ca a través de un software apropiado
(Med Associates; Burlington VT). En
resumen, la capacidad de memoria
a largo plazo fue evaluada 24 horas
después del entrenamiento, median-
te la comparacién entre los distintos
grupos experimentales del porcenta-
je de tiempo inmovil del animal den-
tro de la cdmara (contexto) al cual fue
expuesto el dia anterior.

Test de flexibilidad de la memoria:
En este caso se utiliz6 una modifica-
cién del laberinto de agua de Morris,
donde ratones macho de 3 a 6 meses,
nadan en una piscina que presenta
en los bordes claves visuales que les
permiten encontrar una plataforma
donde se deben subir para escapar.
Las claves visuales les permiten ar-
mar un mapa mental, similar a lo



que nosotros utilizamos para encon-
trar una direccion. Especificamente,
para esta tarea la plataforma cambia
de lugar cada dia, asf el animal debe
identificar la nueva posicién y no in-
sistir en la posiciéon del dia anterior,
es como si el ratén se cambiara todos
los dias de casa, debiendo recordar la
nueva direccién y no ir a la casa an-
tigua. El éxito de la tarea se evalda
contando el nimero de intentos que
necesita para alcanzar la plataforma
antes de 60 segundos, durante tres
veces seguidas, que se define como
criterio de aprendizaje (19).

cComo evaluamos el rol de XBP1
en el SNC?

Para evaluar el rol de una proteina
en un tejido especifico, generalmente
lo que se realiza es una modificacién
genética que permita disminuir o au-
mentar su expresion en el tejido y de
esta forma descubrir su impacto en
las tareas conductuales previamente
descritas.

Por lo tanto, en este trabajo utiliza-
mos tres tipos de ratones:

i) El ratén control (XBP1omt!) se de-
fine como el animal que presenta
niveles fisiolégicos de expresion
de XBP1, contra el cual se compa-
ran los animales experimentales.

ii) El ratéon deficiente para XBP1
(XBP1deficiente) " corresponde a anima-
les genéticamente modificados que
no poseen la expresién de esta pro-
teina especificamente en el SNC.

iii)  Los ratones transgénicos para
XBP1 (XBP1scbreexpresade) - correspon-
den a un animal genéticamente
modificado que posee un aumento
en los niveles de expresién de esta
proteina en el SNC. Este animal
fue generado en el Centro de Es-
tudios Cientificos (CECS), Valdivia

— Chile.

(De qué manera podemos aumen-
tar la expresion de XBP1 en el ce-
rebro de animales adultos?

En los animales genéticamente mo-
dificados el cambio de la expresion,
ya sea la deficiencia (XBP1dficiente) o
la sobrexpresiéon de XBP1 (XBP1s°"r
expresado) oy o] cerebro ocurre desde su
gestacion, es decir estd presente des-
de el desarrollo embrionario. Por lo
cual es importante determinar si los
efectos observados en estos animales
se deben realmente a la presencia o
ausencia de XBP1, y no es debido a
que otras proteinas o procesos com-
pensen esta modificacién. Por esta
razon, decidimos utilizar una estra-
tegia diferente que nos permitiera
aumentar la expresion de XBP1 en
el cerebro de animales adultos. Para
esto generamos virus adenoasocia-
dos (AAV, del inglés adeno-associa-
ted virus) que contienen la secuencia
del gen de XBP1 en su interior. Lue-
go de generar los virus realizamos
inyecciones en el hipocampo de ra-
tones controles adultos con AAV(20).
Un grupo de animales fue inyecta-
do con AAV/XBP1 y otro grupo de
animales control con AAV/Control.

Glosario

Virus Adenoasocia-
dos (AAV): constitu-
yen un grupo de virus
satélite de la familia
Parvoviridae. Los
AAV son virus que
contienen ADN lineal
de una sola hebra y
pueden infectar células
que no se realizan divi-
sién celular, como por

ejemplo las neuronas.
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Inmunogenicidad:

capacidad de distintas
sustancias o moléculas
para generar la
activacion de una

respuesta inmune.
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Durante tres dias consecutivos pos-
terior a la cirugia, se administraron
medicamentos para evitar algin tipo
de infeccién o inflamacién. El tiempo
de recuperacién de ratones fue de 14
dias antes de iniciar las sesiones de
pruebas conductuales. Los AAV se
han utilizado en el drea de la terapia
génica ya que poseen ciertas carac-
teristicas que los hace idéneos para
este propdsito: poseen baja inmuno-
genicidad, es decir el organismo no
los rechaza, son seguros y estables.
Se ha demostrado que al realizar so-
lamente una inyeccién con AAYV, se
puede observar su expresion 10 afios
después.

Andlisis estadistico

Para comprobar si nuestros resulta-
dos no son por azar se realizan ana-
lisis estadisticos. En este trabajo los
resultados presentados corresponden
al promedio + error estdndar del na-
mero de animales indicados. La sig-
nificancia estadistica de los datos fue
calculada mediante el andlisis de la
prueba no paramétrico Mann Whit-
ney o a través del andlisis de ANOVA
de dos vias cuando méds de dos gru-
pos experimentales o variables fueron
comparados, seguido por el post-test
de Bonferroni. Se consideré como li-
mite de significancia estadistica cuan-
do los valores de p fueron menores a
0.05 y de esta forma podemos indicar
que nuestros resultados no se deben
al azar. La significancia estadistica
fue expresada de la siguiente manera:
*p <005 *p<0.01 y "™ p<0.001.
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3. Resultados

a) La deficiencia de XBP1 en el
SNC disminuye el aprendizaje y
la memoria en roedores.

Inicialmente, para evaluar el impacto
de la deficiencia de XBP1 en el SNC
los animales fueron sometidos a di-
versos analisis o test conductuales,
para esto los animales fueron envia-
dos al centro del estudio de conducta
de roedores en CWRU (Case Western
Reserve University, Estados Unidos),
donde se midieron distintos com-
ponentes asociados a la funcién de
nuestro SNC. Se evalu6 el rendimien-
to motor, los componentes de memo-
ria y aprendizaje dependientes del
hipocampo, las respuestas reflejas y
de ansiedad. Al comparar los anima-
les deficientes para XBP1 en el SNC
con el grupo de animales control no
observamos diferencias significati-
vas en los resultados obtenidos en las
pruebas que evaldan el rendimiento
motor, las respuestas reflejas y de an-
siedad, indicando que nuestro mode-
lo no presenta alteraciones en estas
conductas.

Respecto a las tareas relacionadas a
procesos de memoria y aprendiza-
je asociadas al hipocampo podemos
mencionar el condicionamiento con-
textual al miedo o CCM(21). Como se
observa en la Figura 1A, 24 horas des-
pués del entrenamiento evaluamos la
formacién de la memoria a largo pla-
zo, donde determinamos que en los
XBP1P¢ficiente ] porcentaje promedio



de inmovilidad equivale a 10%, valor
significativamente menor comparado
con el porcentaje promedio de 40%
observado en los animales controles
silvestres (XBP1Control),

Para confirmar estos resultados que
nos sugieren que la deficiencia de
XBP1 afecta al rendimiento de los
animales en tareas de aprendizaje y
memoria asociado al hipocampo eva-
luamos una nueva prueba conduc-
tual, que ha sido descrito como una
tarea dependiente de esta estructura,
denominada prueba de flexibilidad
de memoria espacial, que consiste en
una modificacién del test conductual
del laberinto de agua de morris (del

60 %
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inglés, Morris water maze)(19, 22). En
cada lanzamiento se mide el tiempo
que demora en encontrar la platafor-
ma. Antes de realizar la prueba, con-
firmamos que los animales de ambos
genotipos no presentaban problemas
para nadar, y que la capacidad moto-
ra es similar entre ambos grupos. Al
evaluar el paradigma conductual de-
terminamos que el ratén XBP]Peficiente
desde el primer dia requiere mayor
namero de intentos para alcanzar el
criterio de aprendizaje respecto al
ratén control, conducta que obser-
vamos a lo largo del desarrollo de la
prueba conductual (Figura 1B). Estos
resultados nos sugieren que el ratén
XBP1Peficiente presenta un déficit en el
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Figura 1.

Deficiencia de XBP1 en el SNC disminuye el aprendizaje y la memoria. (A) Un grupo experimental de 12 machos
XBP1rl y 12 machos XBP1PY*<" fueron sometidos al test de condicionamiento contextual al miedo. En la figura
se muestra la cuantificacion del porcentaje de eventos de inmovilidad durante el test luego de 24 horas. Los valores
mostrados corresponden a los promedios y al error estdndar. Las diferencias significativas entre las mediciones fueron
evaluadas por el test no paramétrico de mann-whitney (*p <0.05). (B) Un grupo experimental de 4 animales machos
XBP1%l y cuatro animales machos XBP1P¥er fye sometido al test de flexibilidad de memoria espacial. El grdfico
muestra el promedio y error estdndar del niimero de intentos necesarios para alcanzar el criterio en el paradigma en 4
dias consecutivos de evaluacion. Las diferencias significativas entre las mediciones fueron evaluadas mediante el test
de Anova de dos vias y el post-test de Bonferroni (*p< 0.05, **p< 0.01, ***p< 0.001).
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Figura 2.
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proceso de memoria y aprendizaje
dependiente del hipocampo.

b) La sobreexpresion de XBP1 en
el SNC mejora los procesos de
aprendizaje y la memoria en roe-
dores.

De acuerdo con los resultados obte-
nidos en nuestro ratéon XBP]Peficiente
donde observamos que la deficien-
cia de XBP1 impacta de forma nega-
tiva el rendimiento de los animales
en tareas de aprendizaje y memoria,
sugiriendo que aprenden menos. A
continuaciéon, nos preguntamos si
(Podria la sobreexpresiéon de XBP1 en
el hipocampo mejorar el rendimiento
de los animales en tareas asociadas
al aprendizaje?. Para ello, evaluamos
a los ratones XBP1scbreexpresado que son
animales que presentan un aumento

g

194 wx —e— XBp1Contral
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-9

[y
k3
[
.

Tiempo (dias)

—8— X BP1Scbreexpresada

en la expresién de XBP1 en el SNC,
mediante el test de flexibilidad de
memoria espacial descrito anterior-
mente. Observamos que los anima-
les que sobreexpresan XBP1 en el
SNC, aumentan significativamente
su rendimiento en la tarea. Como se
observa en la Figura 2A los animales
XBP1sobreexpresade pnecesitan un menor
nimero de intentos para lograr el cri-
terio de aprendizaje comparados con
los animales XBP1°"! ]o que indica
que estos animales presentan un me-
jor rendimiento y sugiere un aumen-
to de sus capacidades cognitivas.

Debido a que los ratones XBP1sobreexpre-
sado v Jos ratones XBP1Peficiente que estu-
diamos tienen disminuida o aumen-
tada la expresion de XBP1 en todo el
SNC, y desde el desarrollo embrio-

B
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Sobreexpresion de XBP1 en el SNC aumenta el proceso el aprendizaje y la memoria. (A) Un grupo experimental de cinco
animales XBP1°""" y cinco animales X BP1*"rrside fyeron sometidos a la prueba de flexibilidad de memoria espacial. EI
grdfico muestra el promedio del error estdndar del niimero de intentos necesarios para alcanzar el criterio en el paradigma
en 4 dias consecutivos de evaluacion. (B) Se realizaron inyecciones bilaterales en el hipocampo con AAV/XBP1 y AAV/
Control. Las coordenadas utilizadas fueron: AP: -1.94 mm, ML: 2.1 mm y DV: -1.7 mm. Un grupo experimental de 6
animales AAV/Control y 6 animales AAV/XBP1 fue sometido a la prueba de flexibilidad de la memoria espacial el grdfico
muestra el promedio y el error estdndar del niimero de intentos necesarios para alcanzar el criterio en el paradigma en 4
dias consecutivos de evaluacion. Las diferencias significativas entre las mediciones fueron evaluadas mediante el test de
Anova de dos vias y el post-test de Bonferroni (*p< 0.05, **p< 0.01, **p< 0.001).
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nario, nos preguntamos si ;Podria la
sobreexpresiéon de XBP1s localizada
en el hipocampo de animales adultos
mejorar el rendimiento en tareas aso-
ciadas al aprendizaje?

Para esto realizamos terapia géni-
ca, donde se transfieren genes a una
célula mediante un vector. En este
caso el vector utilizado fue el virus
adeno-asociado (AAV, del inglés ade-
no-associated virus) que contienen
el gen XBP1 en su interior. Los AAV/
XBP1s fueron inyectados mediante
estereotaxia en el hipocampo de rato-
nes adultos de 3 meses de edad, que
si lo relacionamos con la edad huma-
na corresponde a un adulto de 20 a
30 afios de edad. Como grupo control
del tratamiento, animales de 3 meses
de edad fueron inyectados con el vi-
rus sin XBP1 (AAV/Control). Luego
de 14 dias posteriores a la inyeccién
los animales fueron evaluados en el
test de flexibilidad de memoria espa-
cial. Los ratones en los que XBP1 fue
expresado localmente en el hipocam-
po adulto necesitaron menor niimero
de intentos para alcanzar el criterio
de aprendizaje en la tarea (Figura
2B). Si comparamos las diferencias
obtenidas en los animales XBP1sobr
expresado (Figura 2A) con los animales
inyectados con AAV/XBP1, observa-
mos que son similares. Es decir, que
la sobreexpresiéon de XBP1 a través
de la terapia génica genera resulta-
dos similares a los animales trans-
génicos para XBP1, sugiriendo que
la sobreexpresiéon de esta proteina

induce una mejora en la memoria y
el aprendizaje.

4. Discusion

Las areas de la biologia, la medicina
y la neurociencia se han enfocado en
identificar y entender los mecanis-
mos relacionados con el proceso de
aprendizaje y memoria. A lo largo de
estos afos se han identificado protei-
nas claves en este proceso, sin embar-
go, aun queda mucho por descubrir.

En este trabajo hemos definido por
primera vez un rol fisiolégico del fac-
tor de transcripcién XBP1 en el cere-
bro. A través de tareas conductuales
complementarias donde evaluamos
la ganancia y pérdida de funcién de
XBP1, mediante la utilizacién de mo-
delos experimentales de roedores ge-
néticamente modificados, logramos
modular la formacién de la memoria
y aprendizaje (23). Se demostré que
XBP1 es un nuevo componente que
regula el proceso de la memoria a
largo plazo dependiente del hipo-
campo (19, 21, 24).

A partir de los resultados observa-
dos en los animales transgénicos
para XBP1 y en los animales inyec-
tados con el AAV/XBP1 en estado
adulto, éstos podrian ser aplicados
en el futuro como una posible terapia
para aumentar los niveles de XBP1 en
el cerebro para tratar problemas asocia-
dos a la memoria, como ustedes sabran
distintas peliculas de Hollywood han
abordado este tema y han mostrado
en la ficcion la posibilidad de mejorar
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Vector: Un vector es
un agente u 0rganisimo
que en su interior lleva
un gen extrario o mo-
dificado y que se utiliza
para transferir material
genético a otra célula.
Un vector viral utiliza
un virus modificado

para realizar esta tarea.
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nuestras capacidades cognitivas. Como
mencionamos previamente, sabemos
que la disminucién de la expresion de
XBP1 se asocia con el desarrollo de tras-
tornos psiquidtricos y de la enfermedad
de Alzheimer. La generacion de la te-
rapia génica basada en los AAV/XBP],
podria tener implicaciones importantes
para el tratamiento de estas patologias.

En otros experimentos desarrollados en
este trabajo (datos no mostrados) iden-
tificamos que XBP1 al ser un factor de
transcripcion regula la expresion de la
proteina llamada BDNF (del inglés bra-
in derived neutrotrophic factor), una
proteina clave en el fortalecimiento de
la memoria y el aprendizaje. Sin em-
bargo, ain quedan muchas preguntas
por responder, ;s6lo regula a BDNF?,
(puede interactuar con otras proteinas
para cumplir su rol? y jmuchas otras!,
lo apasionante de realizar investigacion
es que cada descubrimiento y pregunta
que respondemos abre nuevas perspec-
tivas y dreas de investigacion.
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Perscepcion:
mecanismo que
realizan los organismos
que consiste en

recibir, interpretar

y comprender

los estimulos que
provienen desde el
exterior, codificindolas

a partir de los sentidos.
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1. Introduccion

Imaginate que estds esperando
a que empiece un espectdculo de
danza. Llevas meses aguardando
por este momento. Una luz ilumina
el fondo del escenario y se aprecia la
sombra de una bailarina. Acto segui-
do, la bailarina comienza a dar giros.
Te percatas que estd girando hacia la
derecha. Ella no se detiene. Ahora,
de la nada, la bailarina estd girando
hacia la izquierda. Esperas un se-
gundo... No sabes lo que acabas de
ver. jEs real lo que pasé? La bailarina
sigue dando vueltas y nuevamente
cambia el giro, sin detenerse. ;Bruje-
ria? ;Magia? ;Estaré demente? Nada
de eso. Es solo un cambio de percep-
cién o ¢es el cerebro que me estd ju-
gando una mala pasada?

Quien haya dicho muchas veces en
voz alta la palabra ‘jamén’ sabe que
después de repetirlas varias veces
uno deja de escuchar jamoén’ y co-
mienza a escuchar ‘monja’ (jamén
jamén jamon jamon jamonjamonja-
monja monja). Es decir, dependien-
do de cémo nuestro cerebro une las
silabas ‘ja’ y ‘mon’ nosotros diremos
que escuchamos una u otra palabra.
Podremos partir con la percepcién
de ‘jamén’ luego escuchar ‘monja’,
para luego volver a percibir ‘jamoén’.
Y mientras sigamos escuchando las
mismas silabas repetidas, nuestra
percepcién podrd transitar muchas
veces entre una percepcion (jamoén’)
y la otra (‘monja’), e ir de ida y vuelta
varias veces.
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A los fenémenos anteriores se les
llama percepcién biestable, “bi” por-
que transita entre dos percepciones
que por si solas son estables. Exis-
ten muchos ejemplos de percepcion
biestable, en especial en estimulos
visuales. Seguro has visto una ima-
gen donde miras algo que parece una
cosa y luego cambia a otra: ;El vesti-
do es azul con negro o blanco con do-
rado? ;Veo una joven o una anciana?
;La bailarina gira a la derecha o a la
izquierda? La pregunta que nos ha-
cemos las neurocientificas y los neu-
rocientificos es: ;Como es posible que
percibamos dos cosas distintas si el
estimulo fisico (la imagen o sonido)
es siempre el mismo?

Lo que sabemos hasta ahora es que
el cerebro es una compleja red de
células, llamadas neuronas. que in-
tegran la informacién del entorno y
hacen que esta informacién sea co-
herente con nuestra historia de per-
cepciones previas. Asi, las redes neu-
ronales reciben lo observado por los
ojos y usualmente esta red compleja
genera una interpretacion para eso
que observamos. Las investigaciones
indican que este proceso ocurre me-
diante un método de “el ganador se
lleva todo”. Es decir, una vez que se
establece en nuestro cerebro una per-
cepcién para lo que estamos viendo,
todas las otras posibles interpretacio-
nes desaparecen. El estado que gana
es el que percibiremos. Sin embargo,
ciertos estimulos llevan la red a un
limite, y el cerebro logra hacer una



Unica interpretacién, pero no logra
mantenerla por mucho tiempo. Las
otras interpretaciones no desaparecen
del todo y comienzan a competir por
establecerse. Cuando se establece una
de ellas nosotros experimentamos un
cambio en nuestra percepcién, asi es
como pasamos de escuchar jamén’ a
escuchar ‘monja’ aunque las silabas
que se repiten son las mismas. En par-
ticular, para los estimulos visuales, se
ha propuesto que el incesante movi-
miento de nuestros ojos sobre la ima-
gen podria propiciar que ocurran estos
cambios de una percepcion a otra.

La percepcién visual es un proceso di-
ndmico, que depende de la configura-
cién de nuestras redes neuronales y del
drgano sensorial, en este caso los ojos.
Al explorar el mundo, nuestros ojos
siempre estan moviéndose de un lugar
a otro. Adn cuando tengamos nuestra
mirada fija nuestros ojos realizardn
pequefios movimientos que en un la-
boratorio podemos medir. Los movi-
mientos oculares son necesarios para
extraer caracteristicas de nuestro alre-
dedor y para evitar que los receptores
dentro del ojo se agoten de tanto ver
la misma cosa. Entonces, jpuedo tran-
sitar entre distintas percepciones sé6lo
con mover los ojos? Algunos estudios
indican que mover los ojos juega un
rol en el cambio perceptual (1-3). Ade-
mds, se ha demostrado que al despla-
zar la mirada desde un punto a otro,
se puede regular la percepcién visual
volviéndola mds precisa y efectiva en
la discriminacién de imdgenes (4).

Con todo esto en mente, si queremos
estudiar cémo ocurre la percepcién
visual, parece necesario considerar a
los movimientos oculares. En espe-
cial, la percepcién biestable, donde el
movimiento de nuestros ojos podria
ayudar a que se produzca el cambio
desde una percepion a otra. De esta
manera, el movimiento de nuestros
0jos sobre la imagen seria fundamen-
tal para la modulacién del proceso
cognitivo de percepcién, permitien-
do la discriminacién de estimulos.

Actualmente, se conoce una peque-
fla parte de los mecanismos neuro-
nales que sustentan las transiciones
perceptuales. Sin embargo, se han
descrito algunas sefiales caracteristi-
cas que se pueden medir con la elec-
troencefalografia (EEG). Estas sefia-
les eléctricas se generan en el cerebro,
especificamente en las neuronas y se
puede medir con el EEG, permitien-
do asociar la actividad neuronal con
los cambios en la percepcién cuando
se observan figuras biestables (5). Al
revisar las seflales emitidas por el
EEG podemos observar ondas eléc-
tricas que tienen ritmos o frecuen-
cias de la actividad neuronal y que
estudiamos para poder asociarlos al
cambio en la percepcién. Se ha deter-
minado que el cambio perceptual se
asocia al ritmo alfa («), que tiene una
frecuencia eléctrica que va entre los 8
a 16 Hz (es decir, la senal eléctrica os-
cila entre 8 y 16 veces por segundo).
Ademds, se ha observado que el rit-
mo «a disminuye su intensidad (am-
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Glosario

Estimulo: se define
como una sefial interna
o externa que puede
desencadenar reaccion
en una célula o un

0rganismo.



Glosario

Reversion: corres-
ponde a regresar una
cosa al estado que tenia
previamente o dejar
sin efecto un cambio

especifico.
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plitud de la onda eléctrica o caida de
poder) cuando ocurre una reversion
de la percepcién en un estimulo bies-
table (6), es decir cuando pasamos de
escuchar jamén’ a escuchar ‘monja’.
En un estudio con personas volunta-
rias sanas, se les pidi6 que avisaran
cuando experimentaban un cambio
de percepcién mientras miraban un
estimulo biestable. Simultdneamente,
se les registraba las sefiales eléctricas
cerebrales (EEG). Para avisar que ha-
bian experimentado un cambio las
personas debfan apretar rdpidamen-
te un botén. En este experimento se
pudo observar que la disminucién en
la amplitud del ritmo a ocurria an-
tes que los sujetos apretaran el botén.
Especificamente entre 1 a 0,2 segun-
dos antes de que los voluntarios avi-
sen que cambid su percepcion. Estos
resultados muestran que existe una
caida de intensidad del ritmo « pre-
vio al momento en que reportamos
que ocurrié la reversion o cambio
perceptual (7).

Debemos considerar que las medi-
ciones en el que ocurre un momento
del cambio perceptual no son muy
precisas, ya que las personas deben
apretar un botén para indicar cuan-
do experimentaron un cambio en su
percepcion. El tiempo que tarda una
persona en darse cuenta del cambio
y apretar el botén es muy variable.
Por eso se vuelve necesario identifi-
car qué evento podria anteceder, o
incluso iniciar, el cambio perceptual.
Un candidato son los movimientos
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oculares, porque podrian ocurrir an-
tes del reporte manual que hacen las
personas al apretar el botén, ademads
podrian alinearse de forma tempo-
ralmente cercana a los marcadores
del EEG o incluso formar parte de los
mecanismos cerebrales de reversiéon
de la percepcion.

Los movimientos oculares se clasifi-
can principalmente en sacadas y fija-
ciones. Las sacadas son movimientos
rédpidos que van desde un lugar par-
ticular del espacio hasta un segundo
lugar donde se detiene la mirada (8).
Las fijaciones, son periodos de tiem-
po en donde los movimientos ocula-
res se detienen en un lugar determi-
nado (9, 10). Con estos movimientos,
nuestros ojos generan estados senso-
riales que ayudan en la seleccién de
una percepcion (11).

A partir de otros estudios, sabemos
que después de que ocurre un cam-
bio en nuestra percepcién en esti-
mulos biestables, movemos nuestra
mirada a puntos especificos de las
imdgenes. Aparentemente este movi-
miento de los ojos permite estabilizar
el nuevo estado perceptual (3). Mds
aun, se ha mostrado que existe una
correlacion entre el lugar que miras
y la reversion perceptual. Sugiriendo
que aumenta la probabilidad de que
ocurra un cambio perceptual cuan-
do los o0jos se posicionan en regiones
especificas de los estimulos (12). Esto
evidencia la importancia de los mo-
vimientos oculares en la percepcion,
en particular, en estimulos biestables.



<
N
=)

@ Cubo de
Pantalla Necker
EEG
70 cm
@ @
< ® , SFM/Esfera
BOT"“ Eye Tracker XX Plaid/Grilla
N\
Reporte sistema de
de cambio seguimiento ocular
perceptual computarizado

Considerando la evidencia antes ex-
puesta, y con el fin de determinar
qué eventos ocurren a nivel cerebral
y ocular en estimulos biestables, es
que este estudio tiene como objetivo
determinar cémo estarian involucra-
dos los movimientos oculares en los
mecanismos de reversion de estimu-
los biestables.

2. Metodos
Sujetos y tarea experimental

En el mundo de las neurociencias
cognitivas es fundamental trabajar
con personas para conocer los mis-
terios del cerebro. Adicionalmente,
se deben seguir rigurosos protoco-
los éticos aprobados por el Comité
de ética de la Facultad de Medicina
- Universidad de Chile. En este expe-
rimento participaron 27 voluntarios
entre 18 — 60 afios, a los cuales se les

grabd el movimiento de sus ojos con
una cdmara de video infrarroja y un
software de seguimiento ocular que
detecta automdticamente eventos
como las sacadas, fijaciones y parpa-
deos. Simultdneamente, se registrd
su actividad cerebral mediante un
EEG. Para ello se les pone a las per-
sonas un gorro de goma que contiene
pequerios electrodos (similares a los
audifonos) que registran la actividad
eléctrica del cerebro, y se les solicit6
a las personas que presionaran un
botén cuando ocurriera un cambio
en su percepcion. Las personas es-
taban sentadas en una silla mirando
de frente una pantalla, en ella se pre-
sentaron 3 figuras biestables distin-
tas: Cubo de Necker (NK), Structure
from Motion (SFM), que corresponde
a una esfera y Plaid, que corresponde

a una grilla.
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Diseiio
experimental

Se grabé el movi-
miento de los ojos
con una camara de
video infrarroja y un
sistema de segui-
miento ocular que
detecta automdtica-
mente los eventos
como las sacadas, fi-
jaciones y parpadeos,
a 27 voluntarios
entre 18 — 60 arios.
Simultdneamente, se
registro su actividad
neuronal con el EEG
y se les solicité a las
personas que pre-
sionaran un boton

al momento en que
notaban el cambio
de la percepcion.

Las personas fueron
ubicadas en una silla
mirando de frente a
una pantalla, donde
se presentaron 3
figuras biestables
distintas: Cubo de
Necker (NK), Struc-
ture from Motion
(SEM)/Esfera y
Plaid/Grilla
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La tarea consiste en visualizar las fi-
guras NK, SFM y Plaid en distintas
condiciones:

i) Exploracion libre (EL): se le indica al
sujeto que explore la imagen libre-
mente, y cuando note un cambio en
su percepcién o reversion presione la
botonera.

ii) Punto de fijacién (PF): el sujeto debe
mantener la vista en un punto al
centro de la imagen, y avisar cuando
cambie la percepcién presionando la
botonera.

iii) Revertir rédpidamente (RR): el suje-
to debe voluntariamente cambiar la
percepcioén visual, y reportarlo cuan-
do lo logre presionando la botonera.

iv) Mantencién del Percepto (MP): el
sujeto debe mantener la percepcién
estable el mayor tiempo posible (per-
cepto), y reportar las veces que se
modifica presionando la botonera.

Procesamiento de Datos

Gracias al avance de la tecnologia, es
posible registrar los cambios de ma-
nera automadtica, tal como lo hace tu
teléfono para detectar tu rostro mien-
tras saca una foto. A través de progra-
mas computacionales se relacionaron
los datos provenientes del equipo de
seguimiento ocular, la botonera y la
actividad neuronal obtenidos con el
EEG, especificamente la intensidad
del ritmo «, para poder comparar tem-
poralmente los distintos fenémenos
registrados por cada equipo.
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Anadlisis estadistico

Para validar y entregar confiabilidad
al estudio se aplican procedimientos
matemadticos para determinar si algo
sucede por eventos especificos y no
por el azar. Estos procesos cuando
son matemdticamente distintos los
podrés ver con un asterisco en las fi-
guras, lo que indica que este en un
evento y significativo relevante.

3. Resultados

a) La libertad del movimiento de
los ojos no influye en el cambio per-
ceptual

El estudio del cerebro se encuentra lle-
no de misterios que atin no se pueden
resolver. Sin embargo, al igual que en
un caso policial, existen pistas que nos
permiten seguir cursos de investiga-
cién para llegar a alguna respuesta.
De esta forma, Einhduser en el 2004,
demuestra que hay regiones en las fi-
guras biestables que son visitadas con
mayor frecuencia, y cuando la mirada
se fija sobre alguna de estas dreas au-
menta la posibilidad de que se gatille
una reversion (12). Bajo esta premisa,
determinamos las regiones con mayor
frecuencia de visitas (tasa de fijaciones)
en nuestras figuras biestables (Figura
1A).

Como se observa en la Figura 1A, se
observa un mapa de calor, es decir se
ha coloreado en rojo las regiones de
la imagen en donde las personas fijan
mas la mirada y en color azul las zo-
nas menos visitadas. Los resultados
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Actividad ocular y conductual. (A) Se conté el niimero de fijaciones que realizaban los sujetos en 3 figuras
biestables distintas: Cubo de Necker (NK), Structure from Motion/Esfera (SFM) y Plaid/Grilla. En cada es-
timulo es posible observar lugares donde se agrupan un mayor niimero de fijaciones siendo en rojo las dreas
donde se mira mds y en azul donde se mira menos. (B) Se cuantifico la tasa reversiones realizadas dividiendo
EL/FP y RR/MP. El miimero de reversiones es similar, independiente la de la libertad de movimiento ocular
(azul), sin embargo, estas reversiones pueden ser controladas seguin la instruccion (rosa). C) Se cuantifico la
tasa de sacadas segiin las razones EL/FP y RR/MP. Los sujetos realizan mds movimientos oculares durante
la exploracion libre en comparacion a la restriccion de movimientos (azul), sin embargo, la cantidad de movi-
mientos oculares es similar entre las condiciones de RR y MP, indicando que el niimero de sacadas parece ser
irrelevante para lograr el cambio perceptual (rosa).

nos muestran que en las tres imagenes
(NK/Cubo, SFM/Esfera y Plaid/Gri-
lla), las personas exploran ciertas re-
giones mucho mds que otras, existien-
do al menos una regién de alto interés.
Estos resultados sugieren que las per-
sonas elaboran estrategias de explora-
cién que podrian estar contribuyendo
al cambio perceptual. Sin embargo,
mirar estas regiones no garantiza que
haya cambiado la percepcion.

cComo podemos determinar si el
cambio de percepcion es mayor o

menor en la exploracion libre en
comparacion a la fijacion en un
punto?

Siguiendo estas pistas, contamos el
ntmero de veces en que las personas
presionaban la botonera. Este valor
se determind para las condiciones de
exploracién libre (EL), fijacién en un
punto (FP), reversién rdpida (RR) y
mantencién del percepto (MP). Para
determinar cudntas veces es mayor
o menor la cantidad de cambios per-
ceptuales reportados se obtuvo la ra-
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z6n entre la condicién EL con FP y el
mismo procedimiento se realizé con
RR con MP. Si el resultado de las ra-
zones es igual a 1 indica que las con-
diciones no afectan en la reversion.
En cambio, si el resultado es distinto
a 1, significa que hay diferencias en-
tre las condiciones comparadas.

Como observamos en la Figura 1B,
al comparar el nimero de reversio-
nes reportadas por los participantes
a través de la botonera, encontramos
que no hay diferencias significativas
entre las condiciones EL y FP (va-
lores cercanos a 1). Mientras que al
evaluar las condiciones de RR y MP,
observamos que las reversiones son
distintas a 1 en la condicién RR por
sobre la MP. Este resultado sugiere
que somos capaces de manejar de
manera voluntaria la reversiéon. No
obstante, ain no hemos respondido
si el movimiento de los ojos provoca
un cambio perceptual.

(El movimiento ocular influye en el
cambio de percepcion en estimulos
biestables?

En la Figura 1C se determiné la ra-
z6n entre el ndimero de sacadas
entre EL/FP (azul) y entre RR/MP
(rosa). Los datos obtenidos indican
que los sujetos movieron mds sus
ojos en la condiciéon EL en compa-
racion con FP. En cambio, cuando
analizamos las condiciones RR/MP,
descubrimos que sélo se observan
diferencias en el cubo de Necker
(valor distinto a 1). Debido a que los
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resultados obtenidos en las imdge-
nes de Plaid y SFM son cercanos a 1,
podemos sugerir que la cantidad de
sacadas no influirfa directamente
en el proceso de reversion. A partir
de estos resultados decidimos eva-
luar la actividad cerebral registrada
en la tarea y su relacién con los mo-
vimientos oculares asociados a una
reversion.

b) La actividad neuronal y su corre-
lacion con las sacadas

(Hay algin cambio en la actividad
neuronal que se correlacione con el
movimiento ocular?

A continuacién, analizamos cémo
cambia la actividad neuronal cuando
los sujetos observan las figuras bies-
tables. Debemos recordar que, du-
rante todo el experimento, se midi6
la actividad neuronal a través de un
EEG, lo que permitié compararla con
los movimientos oculares y el repor-
te de reversion a través de la botone-
ra. Como se mencioné previamente
se midi6 el ritmo «, que presenta una
frecuencia entre los 8 a 16 Hz.

A través de un analisis denominado
cartas tiempo-frecuencia se pueden
observar los cambios en los diferen-
tes ritmos o frecuencias (Figura 2). El
color azul indica una disminucién de
la intensidad del ritmo y, en rojo se
indica su aumento. El ritmo alfa es el
que se observa en la zona baja de fre-
cuencias y esta marcado con un rec-
tangulo negro.



Enla Figura 2, evaluamos la actividad
cerebral del ritmo «a con relacién a las
sacadas anterior (Figura 2A) o poste-
rior al reporte con la botonera (Figu-
ra 2B). Los resultados de la Figura 2A
muestran que cuando nuestra varia-
ble corresponde a la sacada previa al
reporte manual la intensidad del rit-
mo a disminuye (color azul). En cam-
bio, esta actividad no es observable si
nos enfocamos en la sacada realizada
después del reporte manual (Figura
1B). Estos resultados nos indican que
los movimientos oculares participan
en el cambio de percepcién, pero no
resultan concluyentes para conside-
rarlos como evidencia directa de que
las sacadas producen el proceso de
reversion.

4. Discusion

Nuestros esfuerzos se han enfocado
en determinar si el movimiento ocu-
lar voluntario influye en percibir una
cosa u otra. El ejecutar determinados
movimientos oculares ayuda al cere-
bro a explorar el mundo. Sin embargo,
el cerebro también construye nuestra

realidad. Ahora, ;quién determina lo
que percibimos?, ;Serd nuestro cere-
bro antes de mover los ojos? o json
nuestros movimientos oculares lo
que el propio cerebro interpreta? Esta
es una pregunta tan compleja, que,
con la ayuda de la ciencia y otras dis-
ciplinas, intentamos resolver.

Generalmente cuando se concluye
una investigacién policial, la mayo-
ria de las veces nos encontramos con
un culpable de los actos. Sin embar-
go, en el mundo de las neurociencias
cognitivas, a veces, los culpables son
medianamente responsables de sus
actos, por ende, no se les puede res-
ponsabilizar de todo lo ocurrido. El
principal objetivo de nuestra investi-
gacion es determinar la participacion
de los movimientos oculares en el
proceso de reversion de figuras bies-
tables. Los resultados obtenidos nos
llevan a concluir que hay partes de
las figuras biestables que vemos mads
que otras y que podrian ayudar en la
reversion (3, 12) (Figura 1A). Por otra
parte, la caracterizacién de las saca-
das, podrian dar pistas de cémo el

A. B.
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Actividad neuronal y correlacion con las sacadas. Grdfica de carta tiempo frecuencia. Azul significa menos intensidad y
rojo significa mayor intensidad. El ritmo « es visible entre los 8 —12 Hz.La linea punteada al centro indica el momento de
la sacada (A) Sacada ocurrida antes del reporte manual . La caida de intensidad del ritmo « asociada a la sacada antes al
reporte se observa en azul (B) sacada después del reporte manual los cambios en el ritmo a no son claramente observables.
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movimiento ocular podria estar in-
fluyendo en el cambio perceptual.

Las sacadas ayudan a mantener la
visién cuando se cansa la retina (13),
corrigen el punto de interés (14), y
activan neuronas distintas de la cor-
teza visual (la parte del cerebro que
interpreta lo que vemos)(15), entre
otras funciones. Nuestros resultados
indican que el nimero de reversiones
del percepto es similar tanto para la
exploracién libre (EL), como para la
fijacién en un punto (FP) (Figura 1B).
Mas atn, la cantidad de sacadas tam-
bién es variable, debido a que los su-
jetos realizan mds sacadas cuando
no hay restriccion del movimiento
ocular, sin embargo, esta libertad de
movimiento no provoca un aumento
en la cantidad de veces que genera-
mos los procesos de reversién (Figu-
ra 1B). No obstante, el control de la
reversion no presenta una actividad
ocular distinta, indicdndonos que los
sujetos mueven los ojos en una fre-
cuencia similar tanto para cambiar
la percepcién como para mantenerla
(Figura 1C).

Debemos recordar que, si los indi-
viduos experimentan una reversion,
nuestro principal indicador es el au-
torreporte al presionar la botonera. El
mayor problema asociado al reporte
manual es la ambigtiedad temporal,
ya que existe una inconsistencia en-
tre el momento en que los sujetos re-
portan una reversién y los cambios
en la actividad neuronal medida por
EEG asociada al cambio perceptual.

70

Cabe destacar que la actividad cere-
bral asociada a la transicion percep-
tual en figuras biestables es un fené-
meno observable en la mayoria de las
personas, aunque es dificil de resol-
ver en qué momento especifico suce-
de o qué eventos podrian estar mo-
duldndola (6, 16, 17). De esta manera,
evaluamos las cartas tiempo frecuen-
cia, para determinar los cambios de
la actividad neuronal asociada al
movimiento ocular y la reversion (Fi-
gura 2). Estos resultados indican que
existe una disminucién de la inten-
sidad del ritmo a considerablemente
mds marcada en las sacadas previas
al reporte manual en comparacién a
aquellas sacadas que se ejecutan des-
pués del reporte manual.

Sin embargo, no podemos determi-
nar que todas las sacadas que ocu-
rren antes del reporte vayan a provo-
car una reversion, o que las sacadas
provocan el cambio perceptual. Por
lo tanto, estos resultados no implican
que necesariamente debes mover el
0jo para percibir una reversion.

Finalmente, otros investigadores pro-
ponen que, para cambiar de percep-
cién en figuras biestables, debemos
cambiar la energia de nuestro cere-
bro (18, 19). Por ende, para cambiar
entre los estados perceptuales de una
figura biestable debemos cambiar las
probabilidades a nuestro favor. En-
tonces, existe la posibilidad de que la
caida de intensidad del ritmo o luego
de una sacada, cambie la energia del
cerebro, y por ende pone las probabi-



lidades a nuestro favor, ayudando a
la transicién de la percepcién visual
en estimulos biestables.
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