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Resumen

Hasta la fecha, ningin modelo de senescencia animal ha sido completamente
validado debido a la complejidad de los eventos involucrados para esta condicion.
Sin embargo, los primates no-humanos prometen ser un buen modelo para mimetizar
esta condicion debido a su similitud genética y fisioldgica con el ser humano. La
marmoseta comun es un primate del nuevo mundo, que en edades avanzadas presenta
acumulaciéon de péptido beta-amiloide (AB) en cerebro, un marcador clasico de
enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer. Por otra parte,
la musarafia arboricola es un insectivoro filogenéticamente méas cercano al humano
que los roedores y en él se ha reportado acumulacion de péptido AP y de placas
amiloideas y somatostatinérgicas en cerebro de animales viejos. Esto aunado a un
deterioro cognitivo en animales seniles nos permite proponer a estas especies como
un buen modelo para el estudio de la senescencia.

El neuropéptido somatostatina (SOM) es un marcador de interneuronas
GABAérgicas, las cuales se encuentran disminuidas en cerebro de ratas viejas,
ratones transgénicos y pacientes con enfermedad de Alzheimer (EA). Por otro lado, la
proteina acidica glial fibrilar (GFAP) es un marcador de astrocitos activos, los cuales
se encuentran incrementados durante el envejecimiento. En el presente estudio
analizamos el nimero y el area relativa de células inmuno-reactivas a SOM (SOM+)
y a GFAP (GFAP+) en cerebros jovenes, adultos y seniles de marmoseta y de
musarafia. Se realizaron cortes cerebrales de 50 um a partir de tejido fijo (en
paraformaldehido (PFA) al 4%) y se obtuvieron imagenes de inmunofluorescencia a
20x para analizarse con el programa ImagelJ. Nuestros resultados muestran un
decremento en el numero de neuronas reactivas a SOM (|SOM) y un aumento en la
cantidad de astrocitos reactivos a GFAP (1GFAP) en CA1, subiculum y corteza
entorrinal para cerebros viejos de marmoseta y de musarafia al compararseles con
cerebros mas jovenes. Para el area relativa de las células SOM+ y GFAP+ se observo
un incremento significativo dependiente de la edad en CA1, subiculum y corteza

entorrinal para los cerebros de ambas especies. Estos resultados describen por



primera vez diferencias regionales y ontogénicas en la inmuno-reactividad a SOM y a
GFAP en primates no humanos y especies relacionadas.

Abstract

At present, no animal models of ageing have been fully validated, mainly because of
the complexity of events involved in this process. Furthermore, non-human primates
most likely represent good models to mimic age-related changes in humans based on
the high genetic and physiological similarities with them. Common marmosets are
small body sized New-World primates, that during ageing present aggregated beta-
amyloid (AB) peptide in brain, a classic biomarker for neurodegenerative diseases
such as Alzheimer’s disease (AD). On the other hand, tree shrews are insectivores
closely related to primates compared with rodents. Aged tree shrews develop loss of
serotonergic fibers, AR peptide accumulation and SOM-like plaque structures in
several regions of the brain. These changes, accompanied with reported cognitive
decline in aged subjects, lead us to propose these animals as models of ageing.

The neuropeptide somatostatin (SOM) is a marker for a specific subtype of gamma-
aminobutyric-acid (GABA) interneurons that are decreased in aged rats, transgenic
mice and AD patients. On the other hand, glial fibrillary acidic protein (GFAP) is a
marker for active astrocytes that are increased in normal ageing.

In the present study we analyzed the number and size of immunoreactive SOM-
(SOM+) and GFAP- (GFAP+) positive cells in brains from adult and newborn
common marmosets and tree shrews. Transversal (tree shrew) and coronal (common
marmoset) 50-um brain sections were obtained from fixed tissue (4 %
paraformaldehyde (PFA)). Confocal microscopy was used to obtain 20x images that
were analyzed using the ImageJ program. Our results showed a decrease in the
number of SOM-positive neurons and an increase in the amount of GFAP-positive
astrocytes in CAL, subiculum and entorhinal cortex for common marmoset and tree
shrews aged brains as compared to young brains. Regarding cell body size SOM+ and
GFAP+ cells, we observed an age-related significant increase in CAL, subiculum and

entorhinal cortex in the brains of both species. To our knowledge, this is the first



time regional differences in SOM and GFAP immunoreactivity across ontogeny in a
non-human primate and in a closely related species are described.

1.- Introduccién

1.1.- Envejecimiento

El envejecimiento se define como una disminucion funcional dependiente de la edad
que afecta a la mayoria de seres vivos. Se caracteriza por una pérdida progresiva en la
integridad del organismo, lo cual lo lleva a un deterioro fisiologico relacionado con
una mayor vulnerabilidad a condiciones como el cancer, la diabetes, los desordenes

cardiovasculares, las ddemencias y, eventualmente, la muerte [1].

Desde el punto de vista evolutivo son varias las teorias que sentaron las bases para
explicar el proceso de senectud [2]. Destacan la propuesta por Medawar
(acumulacion de mutaciones) en 1952, la cual postulaba que aquellos organismos que
llegaran a presentar mutaciones perjudiciales en etapas seniles habian heredado este
“dafio acumulado” a generaciones posteriores durante su etapa reproductiva [3]; la de
Williams en 1957 (pleiotropia antagdnica) que mencionaba que un solo gen podia
estar involucrado en caracteristicas fenotipicamente no relacionadas entre si y que su
efecto, benéfico o perjudicial, dependeria de la edad del organismo [4] y la de
Kirkwood en 1977, que propuso una mejor compensacion entre funciones biologicas

de crecimiento, mantenimiento y reproduccién, producto de una adaptacion evolutiva

[5].

Esta ultima postura podria sentar las bases del llamado “envejecimiento exitoso”,
donde sujetos con edades avanzadas son capaces de compensar el dafio gracias al uso
de areas alternas que relevan funciones fisiologicas y cognitivas (1.1.1.-

Envejecimiento exitoso).

Cabe resaltar que todas estas teorias toman en cuenta que varios pProcesos

involucrados con el envejecimiento (como la edad reproductiva y la esperanza de



vida) dependen de factores tanto heredables como ambientales, y es precisamente por
eso que pueden ser modificados por un proceso de seleccién natural [2].

1.1.1.- Envejecimiento exitoso

Factores que han venido cobrando importancia durante los Gltimos afios como el
incremento sustancial en la esperanza de vida, los multiples avances en la ciencia
médica y mayores expectativas de vida, han desatado un interés en el ambito de la
investigacion cientifica de como favorecer un estado senescente mas saludable y en

como envejecer “exitosamente” [6].

El estilo de vida y diversos factores acumulables durante el transcurso de la vida de
un individuo pueden llegar a exponer a una persona a un riesgo mayor de desarrollar
enfermedades cronico-degenerativas durante su vejez. Por el contrario, el
envejecimiento exitoso es descrito como una habilidad para mantenerse en bajo
riesgo de enfermar, con un alto nivel de actividad fisica y mental y, decididamente
comprometido con la vida manteniendo relaciones personales y participando en
actividades significativas para la comunidad [7]. Biomédicamente, se define como
una optimizacion en la esperanza de vida minimizando discapacidad y deterioro fisico

y mental [6].

Ademas, la capacidad de compensar funciones perdidas mediante el relevo de otras
areas, ofrece al individuo una mayor competencia para desarrollar su vida diaria de

manera independiente.

Se propone que las pérdidas funcionales son con frecuencia sobrestimadas; que
muchas de las pérdidas funcionales verificadas con el paso del tiempo pueden ser
evitadas; y que muchas pérdidas funcionales en los adultos mayores pueden ser
recuperadas [7]. Esto ofrece un panorama prometedor para los adultos mayores, ya

que el envejecimiento puede enfocarse a un proceso de “actividad” donde el



comprometerse en acciones sociales, deportivas y mentales podrian evitar el

desarrollo de enfermedades hoy en dia asociadas con la edad.

1.1.2.- Cambios fisioldgicos y conductuales en sujetos viejos

En el periodo comprendido entre la tercera y la cuarta década de vida pueden
comenzar a manifestarse cambios funcionales irreversibles de manera sutil,
acompariados de un deterioro progresivo dependiente de la edad. La velocidad con la
cual puede observarse este declive funcional varia en funcion del drgano en
consideracién, pero es relativamente constante para un sistema determinado; asi, la
velocidad de envejecimiento es la misma para un hombre de 45 afios que para uno de
85, la diferencia es que a los 85 afios habra una mayor acumulacion de cambios

dependientes de la edad [8].

A nivel vascular, los cambios mas importantes son aquéllos que se presentan en las
propiedades mecanicas y estructurales de la pared vascular. Las arterias presentan
propiedades intrinsecas y funcionales que estan sujetas a estrés y a cambios
hormonales a lo largo de la vida y que pueden experimentar modificaciones en
presencia de diversos factores de riesgo, los cuales pueden ser modificables (e. g.
hipertensién, obesidad y estilo de vida) o no modificables (e. g. genética, historia
familiar y edad) [9].

Otros 6rganos como los rifiones y el intestino también estan ligados a un declive
funcional en el envejecimiento. Muchas personas experimentan una disminucién
progresiva en su tasa de filtracion glomerular [10] y en su flujo sanguineo renal [11].
Para el sistema gastrointestinal se ha reportado ya una disminucion en el transito fecal
a nivel del colon en pacientes ancianos con respecto a sujetos mas jovenes [12] y una
disfuncion en la barrera intestinal de ratas viejas [13]. La funcién pulmonar
permanece relativamente estable entre los 20 y los 35 afios de edad, sin embargo, los

cambios a la baja se hacen mucho mas dréasticos en etapas posteriores [14].



Por otra parte, las enfermedades musculoesqueléticas son la causa mas comun de
discapacidad crdnica en personas mayores de 65 afios [15]. Ademas, la edad afecta la
biomecanica del caminado y constituye un importante factor de riesgo demografico

para el desarrollo de limitaciones motoras [16].

En el sistema nervioso se pueden observar muchos cambios no patologicos en la
funcién neuroldgica, los cuales se asocian principalmente a senescencia tisular e
incapacidad regenerativa. EI comportamiento del paciente puede revelar informacion
importante con respecto a ésta; por ejemplo, es posible caracterizar una disfuncién
orbitofrontal por conductas como impulsividad, falta de juicio y conducta antisocial,
mientras que otras conductas como falta de atencion y apatia se relacionan mas con
disfuncionalidad en el I6bulo frontal dorsolateral y en la corteza frontomedial

respectivamente [17].

Existen condiciones relacionadas estrechamente con demencia y desérdenes
cognitivos en edades avanzadas [18]. La fragilidad por ejemplo, es un estado
geriatrico multidimensional que refleja cambios fisiol6gicos en diversos sistemas y
una vulnerabilidad inespecifica con un riesgo incrementado de adversidad para el
estado de salud (e. g. incapacidad, caidas, hospitalizacion y mortalidad por diferentes
causas) [19]. Se ha sugerido que los desérdenes afectivos y cognitivos, asi como el
estado fisico y nutricional del paciente pudieran representar marcadores de fragilidad
[20].

Entre otras caracteristicas que también se han ligado a un envejecimiento neurologico

destacan perturbaciones en el animo del paciente como depresion y apatia [17].
1.1.3.- Alteraciones cerebrales en sujetos viejos
La teoria de los radicales libres propone que una disfuncién mitocondrial progresiva

caracteristica del envejecimiento incrementa la produccion de especies reactivas de

oxigeno, lo cual a su vez favorece un mayor deterioro mitocondrial y dafio celular



[21] del cual el sistema nervioso central resulta ser altamente vulnerable [22]. La
calidad de la respuesta a estos acontecimientos se ha asociado a una mejor esperanza

de vida y a una disminucién en el proceso neurodegenerativo [22].

El estrés oxidativo es responsable de dafios significativos a nivel de los lipidos de la
membrana celular, debido a que puede producir aldehidos altamente reactivos. El
malondialdehido por ejemplo (resultado de la peroxidacion del acido araquidonico),
induce dafio al &cido desoxirribonucleico (DNA) por reaccionar con proteinas y
producir aductos capaces de perjudicar el apareamiento de bases nitrogenadas [23].
Se ha observado un incremento en los niveles de esta especie quimica en el

citoplasma de neuronas y de astrocitos propios de cerebros humanos viejos [24].

Se ha sugerido que uno de los eventos mas tempranos en el dafio oxidativo a nivel
cerebral es el incremento de la activacion microglial, la cual constituye una fuente
abundante de radicales libres en el cerebro (e. g. superdxido y 6xido nitrico) [25].
Estos radicales pueden producir dafio celular, y sus productos de reaccion (e. g.
peroxido de hidrdgeno y nitritos) estan involucrados en el dafio oxidativo y la muerte
neuronal en enfermedades neuroldgicas [26].

En estudios realizados en monos Rhesus ancianos pudo observarse una correlacion
entre una disfuncién mitocondrial y cambios metabdlicos a la baja como dislipidemia
y resistencia a la insulina en regiones hipocampales [27]. Esta resistencia incrementa
con el envejecimiento [28] y en enfermedades relacionadas con la edcad como la EA
[29].

La sefializacion de la insulina normalmente facilita el flujo sanguineo microvascular y
la captura de glucosa [30]. Estos efectos ocurren predominantemente en regiones
cerebrales especificas que tienen altas concentraciones de receptores a insulina en
roedores, las cuales también se ven afectadas en etapas tempranas de la EA (e. g.

hipocampo, corteza prefrontal y giro cingulado) [28], [31], [32].



Existen ademas otras alteraciones cerebrales dependientes de la edad, entre las cuales
destacan alteraciones en mecanismos de comunicacion intercelular [1], incrementos
en las concentraciones de hierro y de su potencial redox-activo (lo cual puede desatar
mecanismos de estrés oxidativo y de dafio mitocondrial) [33] y cambios

neuromorfologicos asociados al volumen encefélico.

1.1.4.- Cambios neuromorfoldgicos en sujetos viejos

Los cambios neuromorfométricos asociados al proceso de envejecimiento pueden
dividirse en 2 categorias de acuerdo a las regiones cerebrales involucradas [34]. La
primera se refiere al dafio que se presenta en la corteza pre-frontal, el cual se
encuentra estrechamente relacionado con un deterioro severo en procesos como
velocidad en el procesamiento y memoria de trabajo [35]. La segunda involucra
deterioro en el hipocampo (en donde se ha reportado una reduccion de volumen por
envejecimiento) y en el l6bulo temporal medial (zona relacionada con procesos de
memoria episddica que se ve disminuida con la edad; ademas, se ha sugerido que una
atrofia estructural a este nivel resulta predictiva para un futuro deterioro cognitivo no
patoldgico) [34], [36], [37], [38].

Dentro de los cambios mejor caracterizados en ancianos destaca una atrofia cerebral
generalizada estrechamente relacionada con una merma en el volumen de la sustancia
gris y de la sustancia blanca, asi como un incremento en el volumen de los espacios
ventriculares [34]. Se ha documentado también que el volumen y/o el peso del
cerebro se ve disminuido alrededor de un 5% cada década a partir de los 40 afios de
edad [39]; esta tasa puede presentar un incremento significativo, particularmente en

individuos mayores a los 70 afos [40].

Desde la década de los 50°s se sugeria que una reduccion dependiente de la edad en el
volumen cerebral podia deberse a un decremento en el nimero de neuronas presentes

en la corteza [41]. Ademads, en primates no humanos (mono Rhesus) de edad



avanzada se han reportado cambios muy significativos a la baja en el nimero y en el

tamafio de neuronas colinérgicas [42], y en la cantidad de células neocorticales [43].

Cabe resaltar que esta aseveracion se encuentra en controversia, debido a que se ha
documentado que los cerebros adultos son capaces de compensar ciertos dafios
generando nuevas conexiones en las neuronas remanentes [44]. En general, no se ha
podido demostrar neurogenesis en cerebros de primates no humanos adultos (mono
rhesus), lo cual sugiere que todas sus neuronas son generadas durante etapas
prenatales y etapas tempranas post-natales [45]. Sin embargo, en la clinica si se ha
reportado neurogenesis en humanos adultos [46].

La edad se ha relacionado también con modificaciones neuronales ajenas a la muerte
celular como retraccion dendritica y cambios en la densidad de espinas [47]. Existen
reportes que documentan una relacion proporcional entre la edad y un retraimiento
progresivo no patolégico en la arborizacién dendritica de neuronas piramidales
ubicadas en la corteza motora de humanos [48] y en la corteza prefrontal y temporal
de primates no humanos [49]. Asi mismo, para la densidad de espinas ya se ha
reportado una disminucién significativa en el subiculum de Macaca mulatta viejas
[50].

También, diversas células cerebrales experimentan cambios estructurales
relacionados con el envejecimiento. Estos cambios incluyen muerte de células
nerviosas [51], retraccion dendritica, pérdida sindptica y reactividad glial [52];
pudiendo ser el resultado de alteraciones en proteinas asociadas al citoesqueleto (e. g.
microtubulos) y deposicion de proteinas insolubles como tau y a-sinucleina dentro de
las células, asi como de AP en el espacio extracelular [52]. Asi mismo, alteraciones
en las vias de sefializacion que regulan el crecimiento y la motilidad celular pueden
contribuir a cambios estructurales tanto adaptativos como patoldgicos en un cerebro

que envejece [52].



Conforme el organismo va envejeciendo sus neuronas experimentan modificaciones
estructurales selectivas sin un patron universal bien definido, los cuales se deben
principalmente a pequefios cambios especificos en zonas de ramificacion dendritica y
de densidad sinaptica [53]. Ademas, las ceélulas cerebrales presentan una
susceptibilidad particular a los efectos acumulados que acarrea el envejecimiento (e.
g. acumulaciéon de proteinas dafiadas y anomalias en &cidos nucleicos), lo cual
favorece que la interaccion entre factores genéticos y ambientales con los cambios
celulares y moleculares dependientes de la edad, sean los principales determinantes
para discernir qué células envejeceran de manera exitosa y cuéles seran victimas de

un proceso neurodegenerativo [54].

Esto quiere decir que, dependiendo de qué tanto se haya favorecido un proceso de
envejecimiento exitoso en un organismo, los cambios dependientes de la edad que
éste acumule a lo largo de su vida impactardn de manera diferente. Por ejemplo,
animales que habitan ambientes propicios para su desarrollo muestran un incremento
en la expresion de genes para proteinas como el factor de crecimiento nervioso, el
factor neurotréfico derivado de la glia y el factor neurotréfico derivado del cerebro
[55], [56]. Por otra parte, cuando un organismo se encuentra bajo una situacion de
estrés se favorece la liberacion de glucocorticoides [57], los cuales se han relacionado

con neurotoxicidad y con dafios en el balance energético neuronal [58].

Es importante resaltar que se ha observado un incremento en la conductancia de
calcio en algunas poblaciones neuronales de sujetos viejos (lo cual puede resultar
toxico para la célula). Por ejemplo, las células piramidales de CA1 en hipocampos
viejos presentan una mayor densidad de canales de calcio tipo L [59] que puede llevar
a una disfuncion en la homeostasis idnica [60], contribuyendo asi a los déficits de

plasticidad descritos con anterioridad [61].

Entre otros aspectos neuromorfol6gicos importantes, en ratones transgénicos de 11
meses de edad con una isoforma mutante de tau humana (V337M) se ha observado

que existe una morfologia neuronal irregular asociada con una degeneracion celular
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atréfica y no apoptotica, acompafiada de una acumulacién de tau fosforilada [62]. La
fosforilacion y las modificaciones estructurales en esta proteina pueden llegar a dafiar

funciones celulares y causar muerte neuronal [63].

1.2.- Principales marcadores de senescencia cerebral

1.2.1.- Acumulacion de Ap con la edad

La proteina precursora amiloidea (APP) es una proteina transmembranal de gran
tamafio que tras su procesamiento es capaz de generar péptidos como AP 1-40 y AP
1-42 [64] que son altamente neurotoxicos [65]. Durante el envejecimiento normal, y
para un grado mucho mayor en la EA, se presenta deposicion de agregados insolubles

de AP (placas amiloideas) en vasos sanguineos y parénquima del cerebro [52].

AP 40-42 al ser neurotdxico, incrementa la vulnerabilidad neuronal al dafio
metabolico excitotdxico y oxidativo. La secuencia de eventos implicados en el dafio y
la muerte celular por AP puede involucrar la induccion de peroxidacion lipidica en la
membrana de la neurona, lo cual genera un aldehido toxico (4-hidroxinonenal) capaz
de modificar covalentemente proteinas de membrana que participan en la homeostasis
i6nica y el metabolismo energético como lo son ATPasas de Na*/K* y Ca™, asi
como transportadores de glucosa y de glutamato; lo cual puede desencadenar una

elevacion excesiva de calcio intracelular, disfuncion mitocondrial y apoptosis [52].

Ademas, el péptido AP 40-42 ocasiona pérdida de espinas dendriticas [66],
alteraciones a nivel mitocondrial [67], y deterioro cognitivo [68]. Ademas de inducir
procesos de neurodegeneracion, AP también puede interferir en la sefializacion
mediada por neurotransmisores, por ejemplo, dificultar el acople entre receptores
muscarinicos a acetilcolina y su proteina efectora, lo cual contribuye a déficits bien

establecidos en la cascada de sefializacion colinérgica en la EA [52].
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Por otra parte, la acumulacién de placas amiloideas se da principalmente en regiones
cerebrales relacionadas con la memoria y el aprendizaje (hipocampo y corteza
entorrinal). En la EA esta acumulacion se ha correlacionado cuantitativamente con

degeneracion neuronal y con deterioro cognitivo [52].

Finalmente, AP puede también contribuir a la presencia de dafio vascular y de

procesos inflamatorios en cerebros viejos [52].

1.2.2.- Hiperfosforilacion de la proteina tau durante el envejecimiento

El citoesqueleto celular consta principalmente de 3 polimeros proteicos que difieren
en su tamafio y composicion molecular: los microfilamentos de actina (6 nm de
didmetro), los microtabulos (25 nm de didmetro), conformados por tubulina y los
filamentos intermedios (de 10 a 15 nm de diametro), conformados por proteinas
propias de estas estructuras que difieren segun la estirpe celular (e.g. neurofilamentos

en neuronas y GFAP en astrocitos [52].

Para regular el ensamblaje y la despolimerizacién del citoesqueleto, asi como para
favorecer su interaccion con membranas y otras estructuras celulares, las neuronas y
las células gliales emplean un conjunto de proteinas asociadas al citoesqueleto. Por
ejemplo, las neuronas expresan muchas proteinas de asociacion a microtibulos
(MAPs) que se distribuyen diferencialmente en la célula; MAP-2 esta presente en
dendritas pero no en axones, mientras que tau estd presente en axones pero no en
dendritas [52].

Los cambios significativos dependientes de la edad en el citoesqueleto no se dan en la
cantidad de proteinas que lo conforman, sino en su organizacion y en sus
modificaciones postraduccionales. Por ejemplo, en algunas regiones cerebrales,
particularmente en aquéllas involucradas en procesos de aprendizaje y memoria (e.g.

hipocampo), existe un incremento en la cantidad de tau fosforilada [52].
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Tau fue descubierta como una proteina de asociacion a microtibulos (MAP) capaz de
estimular el ensamblaje de tubulina para la formacion de los mismos [69]. Esta
actividad pro-ensamblaje esta regulada por su grado de fosforilacion; es decir, un
estado de hiperfosforilacion inhibe la habilidad de tau para estimular el ensamblaje de
tubulina [70].

Tau hiperfosforilado constituye el principal componente de los filamentos
helicoidales apareados (PHFs), los cuales son los principales responsables de la
formacion de marafias neurofibrilares (MNFs), uno de los marcadores mas
importantes que se tienen en la actualidad para el diagnostico molecular de la EA
[71], [72], [73] [74].

Se ha reportado también que los residuos de la proteina tau en tejido cerebral sano de
humanos adultos y los de la proteina tau responsable de la formacion de PHFs en la
EA que experimentan fosforilacion, coinciden en su gran mayoria. A su vez, se ha
sugerido que la presencia de esta proteina no fosforilada en biopsias de pacientes
sanos puede deberse a un proceso de desfosforilacién post-mortem gracias a la
actividad de protein-fosfatasas 2A y 2B (PP2A y PP2B), cuya regulacion a la baja en

cerebros con EA puede favorecer el perfil molecular de la misma [75].

Este proceso de fosforilacion involucra muchas quinasas que pueden incluso trabajar
de manera coordinada; por ejemplo, la prefosforilacién de tau a causa de la proteina
quinasa A (PKA) promueve significativamente su fosforilacion a causa de la
glucogeno sintasa quinasa 3 (GSK-3B) in vitro, ademés, se ha reportado una
inhibicion en la actividad bioldgica de tau ain mas marcada cuando ésta es sometida
a un proceso de fosforilacion secuencial con 2 0 mas quinasas [76]. Se ha sugerido
también un incremento en los niveles de adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y una
pérdida de fosfodiesterasa 4 (PDE4) con la edad, lo cual favoreceria la activacion de
PKA y la eventual fosforilacion secuencial de tau mediante el mismo mecanismo
[77].
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Existen también otros factores ligados a la edad que pueden favorecer este proceso de
fosforilacion, entre los cuales destacan el estrés oxidativo por disfuncion mitocondrial
[78], [79] y presencia del péptido AP [80].

1.2.3.- Alteracion del sistema inmunolégico en el envejecimiento:

neuroinflamacién

Mientras que la barrera hematoencefalica limita el acceso de linfocitos desde la
periferia hacia el cerebro, cada vez es mas evidente que este ultimo no carece de
respuesta inmune. El cerebro posee células inmunoldgicas (gliales) residentes que son
capaces de responder a procesos neurodegenerativos ligados a la edad o a alguna

patologia [52].

Existen 3 tipos de células gliales en un sistema nervioso central maduro.
Oligodendrocitos, los cuales participan en la formacion de la vaina de mielina axonal,
responsable en gran medida de la conduccion eléctrica saltatoria al dispararse un
potencial de accién [81]. Las células microgliales (categorizadas como macrofagos
por algunos neurobidlogos), cuya principal funcién radica en remover remanentes
celulares de sitios de lesion o de renovacion y metabolimo celular [81]. Finalmente,
los astrocitos, los cuales favorecen un ambiente quimico apto para la sefializacion
neuronal [81], propician uniones estrechas mas herméticas en la barrera
hematoencefélica [82] y funcionan como células inmuno-competentes en sistema
nervioso central [83].

D

Independientemente de si estas células se encuentran activas o en reposo, son capaces
tanto de llevar a cabo funciones benéficas de soporte neuronal, como de volverse
nocivas al envejecer, enfermar, morir o al ser incapaces de desempefiar correctamente
su papel fisiolégico [84]. Los astrocitos por ejemplo, experimentan un proceso de
activacion que incluye proliferacion celular, cambios morfol6gicos e incremento en
su expresion de GFAP [83], lo cual ain se discute si constituye 0 no un proceso
patoldgico [84].
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Diversos reportes de una mayor expresion microglial de interleucina-1a en humanos
[85], un incremento en la expresion de antigenos relacionados al complejo mayor de
histocompatibilidad clase 2 en primates no humanos [86] y cambios morfoldgicos y
transiciones fenotipicas de las células microgliales en roedores [87] sugieren que esta
activacion microglial se hace presente en el envejecimiento normal. A su vez, se ha
sugerido una relacién entre estos mecanismos con distrofia [87], estrés oxidativo y
degeneracion por senescencia [84]. Las células gliales aparentan ademas tener un
potencial particular para generar dafio oncogénico, justo como queda evidenciado en
la naturaleza extremadamente maligna de los glioblastomas [88].

La opinion generalizada de que la astroglia activa puede acarrear tanto efectos
benéficos como perjudiciales abre la posibilidad de que su activacion pueda ser
dafiina bajo ciertas condiciones [84]. Actualmente se piensa que existe una
importante asociacion entre un proceso de inflamacién crénica moderada y la gran
mayoria de enfermedades degenerativas dependientes de la edad, incluyendo aquéllas
que afectan al sistema nervioso central [89]; lo cual, junto a la literatura que describe
fluctuaciones y aumento de citoquinas pro-inflamatorias en la senescencia [90], [91]

postula a la neuroinflamacion como un buen marcador de envejecimiento.

Estos procesos inflamatorios estan asociados e incluso contribuyen a un eventual
proceso de neurodegeneracion en la EA y en otras condiciones neuropatoldgicas
relacionadas con la edad debido en gran medida a un incremento en la produccion de
citosinas (interferon gamma y factor de necrosis tumoral alfa [84]) y su asociacion
con cambios neuropatoldgicos. A su vez, informacién emergente propone que las
reacciones inflamatorias cronicas pueden desempefiar un papel importante en la

patogénesis de algunos desdrdenes neurodegenerativos como la EA [52].
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1.2.4.- Cambios en SOM durante la senescencia

SOM es una proteina cuya expresion se da en varios 6érganos. En cerebro de
mamiferos, la SOM (también conocida como factor inhibidor de la liberacion de
somatotropina) se ha encontrado en 2 isoformas, SOM-14 y SOM-28 (de acuerdo al
nimero de aminoacidos que constituyen a cada una de éstas), siendo SOM-14 la
predominante [92]. Esta actia como un neuropéptido modulador e inhibidor que co-
localiza con GABA y esta involucrado en multiples aspectos de regulacion fisioldgica
y respuestas al estrés incluyendo la inhibicién en la liberacion de varias hormonas
hipotalamicas e integracion de circuitos locales, lo cual favorece aferencias

sensoriales [93].

Estudios inmunohistoquimicos han agrupado a las neuronas somatostatinérgicas en 2
categorias: aquéllas que acttan de forma local en microcircuitos (interneuronas) y
aquéllas que proyectan a estructuras distantes (neuronas de proyeccion distante) [94].
Las células de Martinotti (el tipo mas comdn de interneuronas somatostatinérgicas)
presentan axones ascendentes que ramifican hacia la porcién dendritica distal de las
neuronas piramidales excitatorias [95], y su presencia se ha documentado en corteza

entorrinal [96] e hipocampo [97].

A principios de la década de los 90°s, 5 subtipos distintos de receptores a SOM
(SOMR1-5) pertenecientes a la familia de receptores acoplados a proteinas G
(GPCR’s) fueron caracterizados en varias especies animales, teniendo una homologia
del 39 al 57% entre cada uno de estos y siendo secuencias altamente conservadas

entre diferentes especies [94].

Las funciones inhibitorias de la SOM son atribuidas fundamentalmente a su
interaccién con estos receptores, reduciendo la liberacion de neurotransmisores
excitatorios (e.g. glutamato) mediante una sefializacion inhibitoria (proteina Gi) [94],
lo cual podria explicar el efecto inhibitorio de la SOM en la potenciacion a largo
plazo en el giro dentado de ratén [98], el aumento en la conductancia de potasio en
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hipocampo de rata [99], la disminucién en la liberacion de glutamato en la corteza

cerebral de raton [100] y la disminucion en la conductancia de calcio [101].

En ratas viejas se ha reportado una disminucion en el numero de células
somatostatinérgicas en la corteza motora y somatosensorial [102] y en la expresion
del &cido ribonucleico mensajero (MRNA) de SOM en la corteza frontal, la corteza
parietal y el estriado [103]; ademas de una reduccién en la cantidad de interneuronas
en CAl y en la densidad de subpoblaciones de interneuronas positivas a SOM,
calbindina y neuropéptido Y en stratum oriens (SO) [104]. Se han observado también
decrementos en la expresion del mRNA de SOM en el hipocampo, la corteza frontal,
la corteza temporal, la corteza visual, la corteza motora y la corteza somatosensorial

en cerebros de primates viejos [105].

En el proceso de neurodegeneracion las alteraciones relacionadas con la SOM
destacan aun mas, siendo en pacientes con EA donde mas se han observado. En estos
se ha reportado una disminucion en la concentracién de SOM en la corteza cerebral
[106] y en el liquido cefalorraquideo, ademés de una correlacion entre este
decremento y alteraciones cognitivas [107]. Se ha postulado al péptido Ap como un
responsable directo de la disminucion de SOM, debido a que la administracion
intracerebroventricular de su fragmento 25-35 en ratas reduce la concentracion de
SOM de la corteza frontotemporal, la corteza parietal y el hipocampo [108]. Por otra
parte, se han reportado alteraciones relacionadas al envejecimiento en circuitos
inhibitorios y se ha sugerido que esto puede contribuir al deterioro cognitivo que

suele observarse en edades avanzadas [109].
En conjunto, la informacion anterior sugiere que tanto el nimero de interneuronas
SOM+ como las alteraciones de este neuropéptido representan un valioso marcador

de envejecimiento.

1.3.- Modelos animales de envejecimiento natural
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1.3.1.- Modelos murinos

Los roedores son ampliamente utilizados como modelos animales debido a su
esperanza de vida, su tamafio, su bajo costo y su versatil manejabilidad [110].
Diversos estudios respaldan el uso de ratones como modelos animales de
envejecimiento debido a su similitud con el ser humano en muchos aspectos
fisioldgicos, celulares e incluso anatomicos (e. g. para sistemas como el
musculoesquelético, inmune, enddcrino y digestivo la similitud entre humano y raton
se da tanto en arquitectura como en funcién) [111]. Se han manejado ademés modelos

murinos de funcién cardiaca y de cambios hepéticos [111].

No obstante, existen también diferencias importantes entre ratones y seres humanos
para el estudio del envejecimiento. Por ejemplo, el metabolismo de vitaminas, las
cuales tienen influencia sobre ciertos procesos relacionados con la edad, es diferente
entre ambas especies [112]. Ademas, en ratones viejos no se observan las tipicas
enfermedades relacionadas con la edad en seres humanos como lo son los

padecimientos cardiovasculares o la EA [111].

La rata se ha usado también como modelo de estudio de los cambios dependientes de
la edad en tejido retinal [113] y en episodios de suefio [114]. Sin embargo, al tratarse
también de un modelo murino puede pensarse que guarda una relacion mas estrecha
con el raton que con el ser humano, lo cual sugiere la necesidad de modelos animales

mas adecuados para el estudio del envejecimiento.

1.3.2.- Primates no humanos

Los primates no humanos son nuestros parientes mas cercanos evolutivamente
hablando y debido a esto guardan una estrecha similitud con el ser humano en
términos de anatomia, embriologia, desarrollo fetal, inmunologia, bioquimica,
fisiologia, complejidad conductual y tamafio cerebral, entre otros. Como

consecuencia, el uso de estos modelos animales constituye un pilar fundamental para
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diversas investigaciones en materia de salud, patologia y terapéutica humanas [115],
[116].

1.3.2.1.- Marmoseta comun

La marmoseta comun o Callithrix jacchus (Figura 1) es un pequefio primate del
nuevo mundo (cuyo peso oscila entre 300 y 500 gramos en adultos en cautiverio) que
resulta muy apropiado como modelo de envejecimiento y declive funcional, debido a
que presenta la esperanza de vida promedio mas corta y la tasa de reproduccion mas

alta de todos los primates antropoides [117].

Figura 1.- Marmoseta comdn o Callithrix jacchus

Estos animales pueden considerarse ancianos aproximadamente desde los 8 afios de
edad, donde se reporta acumulacion amiloidea en la corteza cerebral [118], depdsitos
de AB [119], disminucidn en los niveles de calbindina en neuronas colinérgicas [120]
y una disminucién en el proceso de neurogénesis en el hipocampo [121]. Ademas, se
ha observado un incremento en la probabilidad de muerte por fallas cardiacas y
renales en animales ancianos respecto a animales mas jovenes, asi como decrementos
en tejido graso, medidas morfométricas y albimina sérica. También se ha reportado
una correlacién directa entre una postura de estiramiento en reposo, que las
marmosetas mayores son mas propensas a adoptar, y un riesgo elevado de muerte

inminente [115].

Otra similitud importante entre humanos y marmosetas se fundamenta en que estos

ultimos utilizan la comunicacion vocal a corta y a larga distancia para una gran
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variedad de comportamientos sociales [122]. Esto los convierte en una especie muy
uatil para el estudio de la presbiacusia (la cual se presenta de forma frecuente en
pacientes seniles), debido a que los investigadores pueden observar el efecto de la
edad sobre el proceso auditivo desde un enfoque conductual hasta neurofisioldgico
[123].

Otra gran ventaja de este modelo radica en su versatilidad para realizar diversas
pruebas conductuales como la prueba de Bungalow para determinar conducta
explorativa espontanea, la prueba de coordinacion mano-ojo para determinar
coordinacion en conducta motora y la respuesta de sobresalto potenciada por miedo

para cuantificar ansiedad [124].

Se ha sugerido también el uso de estos animales para el estudio de otras
enfermedades relacionadas con la edad como la enfermedad de Parkinson [125] y de
otras condiciones neurodegenerativas como corea de Huntington [126], esclerosis

maultiple [127] y modelos de dafio en médula espinal [128].

Se ha observado ademas que este modelo animal presenta reactividad cruzada con
citocinas y hormonas humanas. Esto, aunado a su pequefio tamafio, su alta eficiencia
reproductiva y sus caracteristicas cognitivas y conductuales [129] lo hace un modelo

animal Unico y muy prometedor para el estudio del envejecimiento.

1.3.2.2.- Musarafa arboricola

La musarafa arboricola o Tupaia belangeri en un animal pequefio cuyo peso corporal
oscila entre 200 y 300 gramos [130]. Su estatus taxonomico ha sido objeto de
discusion durante décadas; a pesar de haberse considerado un primate hace algin
tiempo [131], estudios gendmicos mas recientes se han encargado de clasificar a la

musarafia en un orden distinto entre primates e insectivoros [132], [133].

20



Figura 2.- Musararfia arboricola o Tupaia belangeri

Su esperanza de vida va de los 7 a los 8 afios de edad [134], siendo mayor que la de
los roedores pero menor que la de caninos y primates del viejo mundo, lo cual sugiere
a este animal como un modelo muy prometedor para el estudio del envejecimiento
[130]. Ademas, se ha comprobado ya su efectividad como modelo animal para el
estudio de la depresion [134].

Existen reportes de APP e inmuno-reactividad contra AB1-40 y AB1-16 en vasos
sanguineos cerebrales, y contra AB1-42 en estructuras fibrilares en cerebros de
musarafias viejas. Se han encontrado también estructuras celulares con inmuno-
reactividad a AB1-42 [130] y estructuras reactivas a SOM que asemejan placas

seniles [135] en corteza piriforme, nicleo accumbens y subiculum en cerebros viejos.

Por si fuera poco, el uso de un paradigma de memoria espacial revel6 una
disminucion significativa dependiente de la edad en la memoria de trabajo de

animales viejos al compararlos con animales mas jovenes [136].

Cambios dependientes de la edad en estos animales como lo es una reduccion de
fibras serotonérgicas en su formaciéon hipocampal [137], ademéas de su similitud
genética [132], [133] y molecular [138] con el ser humano, lo convierten en un fuerte
candidato como modelo animal para el estudio de los multiples cambios fisiol6gicos

relacionados al envejecimiento.
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2.- Planteamiento del problema
Determinacion de alteraciones dependientes de la edad en células con inmuno-

reactividad a SOM y GFAP en cerebros de marmoseta comun y de musarafia
arboricola.
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3.- Justificacion

El incremento sustancial en la esperanza de vida en los ultimos afios ha resaltado el
interés en el &mbito de la investigacion médica sobre como favorecer un estado

senescente mas saludable y un envejecimiento “exitoso” [6].

La caracterizacion de marcadores de envejecimiento en cerebros de marmoseta
comdn y de musarafia arboricola podria apoyar el uso de estas especies como
modelos animales para el estudio de cambios acumulados y de condiciones
patoldgicas y no patoldgicas en la senescencia.
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4.- Hipdotesis

Los cerebros viejos de marmoseta y de musarafia presentaran un decremento en el
namero y en el area de células SOM+ y un incremento en el nimero y en el area de

células GFAP+ en comparacion con animales mas jovenes.
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5.- Objetivos

5.1.- General

Caracterizar los cambios ontogénicos de diferentes biomarcadores de envejecimiento

en cerebros de marmoseta comun y de musarafia arboricola.

5.2.- Especificos

e Determinar el nimero de células SOM+ y GFAP+ en CAL, subiculum y
corteza entorrinal de marmoseta comin y de musarafia arboricola a sus
diferentes edades.

e Determinar el tamafio de las células SOM+ y GFAP+ en CAL, subiculum y
corteza entorrinal de marmoseta comln y de musarafia arboricola a sus

diferentes edades.
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6.- Metodologia

6.1.- Obtencion y caracteristicas del tejido animal

El estudio se realizo en tejido cerebral post-mortem obtenido de Callithrix jacchus y

Tupaia belangeri de diferentes edades (Tabla 1). Los cerebros fueron donados por el

Centro Alemén de Primates (DPZ) ubicado en Géttingen, Alemania.

Tabla 1.- Descripcion de los sujetos experimentales

Taxonomia Cadigo
T14442
T13076
T10391
T783
T876
T869
Cj15157
Cj13954
Cj12285
Cj10374

Cj10215

Tupaia belangeri

Callithrix jacchus

Edad

2 afos, 9 meses, 21 dias
3 afios, 4 meses, 17 dias
4 afios, 9 meses, 13 dias
7 anos, 5 meses, 14 dias
7 afos, 10 meses, 0 dias
7 afios, 11 meses, 16 dias
0 afios, 0 meses, 0 dias
1 afio, 4 meses, 26 dias
5 afios, 0 meses, 29 dias
11 afios, 6 meses, 8 dias

14 afios, 6 meses, 22 dias

Grupo de edad asignado

Joven
Adulto
Adulto

Anciano

Anciano

Anciano
Recién nacido

Joven
Adulto

Anciano

Anciano

Estos se fijaron en una solucion de PFA para su eventual procesamiento.

Posteriormente, fueron expuestos a un gradiente de sacarosa (al 10%, 20% y 30%
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durante 24 horas en cada uno) para después realizar cortes coronales de 50 um para
tejido de marmoseta y cortes horizontales de 50 um para tejido de musarafia. Estos se
colectaron en buffer salino de fosfatos (PBS, 1.6% de cloruro de sodio (NaCl, J. T.
Baker, No. 3624-01), 0.02% de cloruro de potasio (KCI, J. T. Baker, No. 3040-01),
0.11% de fosfato dibasico de sodio (Na,HPO,, J. T. Baker, No. 3828-01) y 0.02% de
fosfato monobasico de potasio (KH,PO,, J. T. Baker, No. 3246-01)) se procesaron
para la realizacion de técnicas de inmunofluorescencia con anticuerpos dirigidos
contra SOM y GFAP (Tabla 2). La obtencién de imégenes se llevd a cabo en

microscopia confocal.

6.2.- Inmunohistoquimica

6.2.1.- Anticuerpos

Los anticuerpos primarios utilizados en este estudio se describen en la tabla 2 y los

secundarios en la tabla 3.

Tabla 2.- Anticuerpos primarios utilizados para este estudio

Anticuerpo | Isotipo Epitope Producido en Referencia
Anti-SOM IgG SOM1-14 Conejo Abcam (ab103790)
Anti-GFAP IgG GFAP enddgeno Raton CellSignalingTechnology (#3670)

Tabla 3.- Anticuerpos secundarios utilizados en este estudio

Anticuerpo Isotipo Epitope Producido en Referencia
Anti-Conejo IgG IgG de conejo Caballo Vector Labs
Anti-Raton IgG IgG de raton Caballo Vector Labs
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6.2.2.- Inmunofluorescencia

Los tejidos se procesaron de la siguiente manera:

1. Reactivacion de epitopes:
El tejido fue tratado por 15 minutos con una solucion de &cido férmico (H-
COOH, J.T. Baker No. M-28251) concentrado (89.8%) Yy expuesto a buffer
de citratos (SSC Buffer 20x Concentrate SIGMA-ALDRICH, Co. No. S6639-

1L) en ebullicién durante 10 minutos.

2. Bloqueo de peroxidasa:
Para el bloqueo de la peroxidasa endogena el tejido se puso en contacto con
una solucion de peroxido de hidrégeno al 1% (H,0,, J. T. Baker No. 2186-
01), para después proceder al bloqueo de sitios antigénicos utilizando
albumina de suero bovino al 2% (BSA, SIGMA-ALDRICH, Co. No.
SLBC8737V) en 0.05 M de tris-buffer salino (TBS, Tris-Base
(NH,C(CH,0H)5, SIGMA-ALDRICH, Co. No. 201-064-4), 0.138 M de NaCl
y 0.0027 M de KCI) para la inmunofluorescencia contra GFAP y buffer de
amplificacion para sefial de tiramida al 0.5% (TSA, PerkinElmer No. 3GM)

en TBS para la inmunofluorescencia contra SOM.

3. Procesamiento del tejido:

El tejido se expuso a tween-20 al 0.05% diluido en buffer de citratos al 10%
en agua desionizada (2XSSC-T) para permeabilizarlo.

Se dejo reposando el tejido en la solucién de anticuerpo primario dirigido
(SOM 1:500 y GFAP 1:500, ver tabla 2) diluido en buffer de bloqueo (TSA
para SOM y BSA para GFAP) durante 48 horas a 4°C en agitacidn constante.
Su inmuno-reactividad fue evidenciada utilizando un anticuerpo secundario
(anti-conejo 1:500 para SOM vy anti-raton 1:500 para GFAP, ver tabla 3)
diluido en el buffer de blogueo correspondiente segun el anticuerpo primario
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correspondiente durante 4 horas a temperatura ambiente en agitacion

constante.

4. Revelado:
El tejido se lavd con una solucion de complejo avidina-biotina (A+B,
VECTASTAIN ABC System) al 4% en TBS para revelar con cianina-3 (CY3)
al 1% en buffer de amplificacion (Perkin-Elmer No. NEL704A001KT),
dejandolo reposar en este ultimo durante toda una noche a temperatura

ambiente en agitacion constante.

5. Contratincion:
Por dltimo, el tejido fue expuesto a una solucion 1:500 de 4,6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI, affymetrix No. 14564 MG) en TBS durante 45 minutos y
finalmente se monto6 con Vectashield (VECTOR No. H-1200).

Es importante destacar que para todos los tejidos se realizaron también controles
negativos (misma metodologia sin la incubacion con el anticuerpo primario) para

descartar una posible marca inespecifica.

6.3.- Obtencion de iméagenes

Las inmunofluorescencias se observaron haciendo uso de microscopia confocal
(Leica TCS-SP8 y Zeiss Axiovert 200 LSM 510 Meta-Multifotonico). Usando un
atlas de cerebro de marmoseta [139] y basandose en las descripciones
neuroanatémicas de la musarafia en cortes horizontales [140], se obtuvieron 3 campos
en CAl, 3 en subiculum y 3 en corteza entorrinal para cada una de las 3 rebanadas
por cada sujeto experimental. Todas las imagenes se obtuvieron con un objetivo de
20X realizando escaneos Opticos cada 2.07 um en el eje Z de la platina; éstas se
proyectaron y se analizaron en un plano bidimensional observando DAPI (azul) y

CY3 (rojo) dado su espectro de emision (460 nm para DAPI y 565 nm para CY3).
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6.4.- Andlisis de datos

Cada proyeccion bidimensional fue analizada en canales separados con un software
de procesamiento de imagenes digitales denominado “Imagel”’, en el cual se
utilizaron 2 accesorios de programa para efectuar el andlisis de cada una de las

proyecciones:

e ITCN: Complemento de conteo que hace uso del diametro celular promedio
(promedio de la distancia de un trazo manual de un extremo a otro de la
célula), distancia inter-celular minima (diametro celular promedio/2) y umbral
de deteccion (20% + 5%) para determinar de manera automatizada el nimero
de células SOM+ y GFAP+.

e Wand: Herramienta de rastreo capaz de detectar el umbral maximo (254-255
pixeles) del cuerpo celular en una proyeccion y aislarlo del fondo y del

marcaje inespecifico para determinar su area en pm?

6.5.- Andlisis estadistico

Se realiz6 una base de datos en el programa Microsoft Office Excel 2010 con el
namero de células por campo en una columna y el area promedio de las mismas en

otra.

De cada animal se tomaron 3 imagenes de la region de interés por rebanada y se
promedi6 con los datos de 3 rebanadas por animal. Se analizaron los datos con el
promedio de los valores que arrojo6 el promedio por grupo (n=1-3).

Posteriormente, dicha base de datos se analizd con el programa estadistico GraphPad
Prism 5, en donde se determinG mediante analisis de varianza de una via (ANOVA-1-
Via) y pruebas de comparacion multiple de Tukey (p<0.05) si las diferencias en
tamafio y nimero de células entre los diversos grupos de edad asignados para una

misma especie eran significativas.
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7.- Resultados

El presente estudio describe el tamario relativo y el nimero de células SOM+ y

GFAP+ en CAL, subiculum y corteza entorrinal de marmoseta comdn y de musarafia

arboricola da diferentes edades.

7.1.- Marmoseta comun

7.1.1.- SOM

Mediante los protocolos previamente mencionados en la metodologia, se logro

detectar una sefial de inmuno-reactividad especifica para SOM en distintas regiones

cerebrales para esta especie animal (Figura 3).

CAl.- El andlisis de las imagenes obtenidas muestra un decremento
significativo respecto a la cantidad de neuronas SOM+ en CA1 de marmoseta
comun en animales ancianos respecto a animales mas jovenes (Anova-1-Via,
seguido de Tuckey, **p<0.01, ***p<0.001) (Figura 4A). Ademas, se observo
un aumento significativo en el area relativa del cuerpo celular conforme el

animal envejece (Anova-1-Via, seguido de Tuckey, *p<0.05) (Figura 5A).

Subiculum.- Se observan también cambios ontogénicos considerables respecto
al nimero de neuronas SOM+ en subiculum de marmoseta comin (Figura
4B), donde se describe un decremento significativo de éstas en animales
ancianos respecto a animales mas jovenes (Anova-1-Via, seguido de Tuckey,
***p<0.001). Ademas, se observd un incremento significativo dependiente de
la edad en el area relativa del cuerpo celular (Anova-1-Via, seguido de
Tuckey, **p<0.01) (Figura 5B).

Corteza entorrinal.- Para esta zona se muestran los cambios ontogénicos

respecto al numero de neuronas SOM+ en cerebros de marmoseta comun
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(Figura 4C), donde se aprecia un decremento significativo de las mismas en
animales ancianos respecto a animales méas jovenes (Anova-1-Via, seguido de
Tuckey, ***p<0.001). Ademas, se reporta un incremento significativo en el
area relativa del cuerpo celular conforme aumenta la edad del animal (Anova-
1-Via, seguido de Tuckey, *p<0.05, ***p<0.001) (Figura 5C).

Se muestra también el andlisis de las 3 zonas en conjunto (CA1, subiculum y corteza
entorrinal) para numero de neuronas (Figura 4D) y tamafio relativo del cuerpo celular
(Figura 5D) con el objetivo de hacer evidente la significancia de los cambios en
cerebros de animales ancianos respecto a animales mas jovenes independientemente

de la zona de analisis (Anova-1-Via, seguido de Tuckey, **p<0.01, ***p<0.001).
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Figura 3.- Neuronas SOM+ en cerebros de marmoseta comun.- Es posible apreciar

una marca especifica contra SOM en CAL, subiculum y corteza entorrinal en cada
una de las imagenes que constituyen la figura, siendo evidentes cuerpos neuronales

bien definidos. Todas las imagenes fueron tomadas a 20X.
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Figura 4.- Conteo de células SOM+.- Se muestra la cantidad de células SOM+ (eje Y)

en CAL (A), subiculum (B), corteza entorrinal (C) y en las 3 zonas en conjunto (D)
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**%p<0.001.
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Figura 5.- Tamafo relativo del soma de las neuronas SOM+.- Se muestra el area

relativa del cuerpo celular en um? de aquellas neuronas SOM+ (eje Y) en CA1 (A),

subiculum (B), corteza entorrinal (C) y en las 3 zonas en conjunto (D) para animales

recién nacidos, jovenes, adultos y ancianos (eje X). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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7.1.2.- GFAP

Para el caso de GFAP se observd una marca positiva en astocitos presentes en CA1,

subiculum y corteza entorrinal, lo cual quedd evidenciado gracias a su forma

estrellada caracteristica (Figura 6). Cabe resaltar que la marca es practicamente nula

para animales recién nacidos.

CAL.- Se reportan los cambios ontogénicos respecto al nimero de astrocitos
en CAl de marmoseta comdn (Figura 7A), donde fue posible observar un
incremento significativo en la cantidad de células GFAP+ en animales
ancianos respecto a animales mas jovenes (Anova-1-Via seguido de Tuckey,
**p<0.01, ***p<0.001). Ademas, se muestran los cambios dependientes de la
edad en el area relativa del cuerpo celular, la cual, al igual que el aumento que
se aprecia en el numero de células conforme el animal envejece, se aprecia un
incremento significativo dependiente de la edad (Anova-1-Via, seguido de
Tuckey, **p<0.01) (Figura 8A).

Subiculum.- Fue posible observar un incremento significativo en la cantidad
de astrocitos GFAP+ en subiculum de animales ancianos respecto a animales
mas jovenes (Anova-1-Via seguido de Tuckey, ***p<0.001) (Figura 7B).
Ademas, se muestran los cambios dependientes de la edad en el area relativa
del cuerpo celular, la cual aumenta significativamente conforme el animal

envejece (Anova-1-Via, seguido de Tuckey, ***p<0.001) (Figura 8B).

Corteza entorrinal.- Para corteza entorrinal fue posible observar un aumento
significativo en la cantidad de células GFAP+ en animales ancianos respecto a
animales mas jovenes (Anova-1-Via seguido de Tuckey, *p<0.05, **p<0.01,
***n<0.001) (Figura 7C). Para el area relativa del cuerpo celular se aprecia
también un incremento significativo dependiente de la edad (Anova-1-Via,
seguido de Tuckey, *p<0.05, **p<0.01) (Figura 8C).
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Se muestra también el andlisis de las 3 zonas en conjunto (CA1, subiculum y corteza
entorrinal) para nimero de neuronas (Figura 7D) y tamafio relativo del cuerpo celular
(Figura 8D) con el objetivo de hacer evidente la significancia de los cambios en
cerebros de animales ancianos respecto a animales mas jovenes independientemente
de la zona de andlisis (Anova-1-Via, seguido de Tuckey, *p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001).
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Figura 6.- Astroctitos GFAP+ en cerebros de marmoseta comun.- Es posible apreciar
una marca especifica contra GFAP en CA1, subiculum y corteza entorrinal en las
imagenes que constituyen la figura, siendo evidente su forma estrellada caracteristica.
Todas las imagenes fueron tomadas a 20X.
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Figura 7.- Conteo de células GFAP+.- Se muestra la cantidad de células GFAP+ (eje
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Figura 8.- Tamafo relativo del cuerpo celular de astrocitos GFAP+.- Se muestra el

area relativa del cuerpo celular en um? de aquellas neuronas GFAP+ (eje Y) en CAl

(A), subiculum (B), corteza entorrinal (C) y en las 3 zonas en conjunto (D) para

animales recién nacidos, jovenes, adultos y ancianos (eje X). *p<0.05, **p<0.01,

**%p<0.001.
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7.2.- Musararfa arboricola

7.2.1.- SOM

Mediante los protocolos previamente mencionados en la metodologia, se logro

detectar una sefial de inmuno-reactividad especifica para SOM en distintas regiones

cerebrales para esta especie animal (Figura 9).

CALl.- El andlisis de las imagenes obtenidas muestra un decremento
significativo respecto a la cantidad de neuronas SOM+ en CA1 de musarafia
arboricola en animales ancianos respecto a animales mas jovenes (Anova-1-
Via, seguido de Tuckey, *p<0.05, **p<0.01) (Figura 10A). Ademas, se
observo un aumento significativo en el area relativa del cuerpo celular
conforme el animal envejece (Anova-1-Via, seguido de Tuckey, *p<0.05,
***p<0.001) (Figura 11A).

Subiculum.- Se observan también cambios ontogénicos considerables respecto
al nimero de neuronas SOM+ en subiculum de musarafia arboricola (Figura
10B), donde se describe un decremento significativo de éstas en animales
ancianos respecto a animales mas jovenes (Anova-1-Via, seguido de Tuckey,
**p<0.01, ***p<0.001). Ademas, se observd un incremento significativo
dependiente de la edad en el area relativa del cuerpo celular (Anova-1-Via,
seguido de Tuckey, ***p<0.001) (Figura 11B).

Corteza entorrinal.- Para esta zona se muestran los cambios ontogénicos
respecto al nimero de neuronas SOM+ en cerebros de musarafia arboricola
(Figura 10C), donde se aprecia un decremento significativo de las mismas en
animales ancianos respecto a animales mas jovenes (Anova-1-Via, seguido de
Tuckey, ***p<0.001). Ademas, se reporta un incremento significativo en el
area relativa del cuerpo celular conforme aumenta la edad del animal (Anova-
1-Via, seguido de Tuckey, ***p<0.001) (Figura 11C).
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Se muestra también el andlisis de las 3 zonas en conjunto (CA1, subiculum y corteza
entorrinal) para numero de neuronas (Figura 10D) y tamafo relativo del cuerpo
celular (Figura 11D) con el objetivo de hacer evidente la significancia de los cambios
en cerebros de animales ancianos respecto a animales mas jovenes
independientemente de la zona de andlisis (Anova-1-Via, seguido de Tuckey,
*p<0.05, ***p<0.001).
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Figura 9.- Neuronas SOM+ en cerebros de musarafia arboricola.- Es posible apreciar
una marca especifica contra SOM en CA1, subiculum y corteza entorrinal en cada
una de las imagenes que constituyen la figura, siendo evidentes cuerpos neuronales

bien definidos. Todas las imagenes fueron tomadas a 20X.
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Figura 10.- Conteo de células SOM+.- Se muestra la cantidad de células SOM+ (eje

Y) en CA1 (A), subiculum (B), corteza entorrinal (C) y en las 3 zonas en conjunto

(D) para animales jovenes, adultos y ancianos (eje X). *p<0.05, **p<0.01,
***n<0.001.
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Figura 11.- Tamafio relativo del soma de las neuronas SOM+.- Se muestra el area

relativa del cuerpo celular en um? de aquellas neuronas SOM+ (eje Y) en CA1 (A),

subiculum (B), corteza entorrinal (C) y en las 3 zonas en conjunto (D) para animales,

jévenes, adultos y ancianos (eje X). *p<0.05, ***p<0.001.
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7.2.2.- GFAP

Para el caso de GFAP se observd una marca positiva en astocitos presentes en CA1,

subiculum y corteza entorrinal, para cerebros de musarafia arboricola (Figura 12).

CAL.- Se reportan los cambios ontogénicos respecto al nimero de astrocitos
en CA1 de musarafia arboricola (Figura 13A), donde fue posible observar un
incremento significativo en la cantidad de células GFAP+ en animales
ancianos respecto a animales mas jovenes (Anova-1-Via seguido de Tuckey,
**p<0.01, ***p<0.001). Ademas, se muestran los cambios dependientes de la
edad en el area relativa del cuerpo celular, la cual, al igual que el aumento que
se aprecia en el numero de celulas conforme el animal envejece, se aprecia un
incremento significativo dependiente de la edad (Anova-1-Via, seguido de
Tuckey, ***p<0.001) (Figura 14A).

Subiculum.- Fue posible observar un incremento significativo en la cantidad
de astrocitos GFAP+ en subiculum de animales ancianos respecto a animales
mas jovenes (Anova-1-Via seguido de Tuckey, ***p<0.001) (Figura 13B).
Ademas, se muestran los cambios dependientes de la edad en el area relativa
del cuerpo celular, la cual aumenta significativamente conforme el animal

envejece (Anova-1-Via, seguido de Tuckey, ***p<0.001) (Figura 14B).

Corteza entorrinal.- Para corteza entorrinal fue posible observar un aumento
significativo en la cantidad de células GFAP+ en animales ancianos respecto a
animales mas jovenes (Anova-1-Via seguido de Tuckey, ***p<0.001) (Figura
13C). Para el area relativa del cuerpo celular se aprecia también un
incremento significativo dependiente de la edad (Anova-1-Via, seguido de
Tuckey, ***p<0.001) (Figura 14C).

Se muestra también el analisis de las 3 zonas en conjunto (CAL, subiculum y corteza

entorrinal) para numero de neuronas (Figura 14D) y tamafo relativo del cuerpo
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celular (Figura 14D) con el objetivo de hacer evidente la significancia de los cambios
en cerebros de animales ancianos respecto a animales mas jovenes
independientemente de la zona de analisis (Anova-1-Via, seguido de Tuckey,
***n<0.001).
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CAl Subiculum Corteza entorrinal

Joven

Adulto

Anciano

Figura 12.- Astroctitos GFAP+ en cerebros de musarafia arboricola.- Es posible
apreciar una marca especifica contra GFAP en CAL, subiculum y corteza entorrinal
en las imagenes que constituyen la figura, siendo evidente su forma estrellada

caracteristica. Todas las imagenes fueron tomadas a 20X.
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(D) para animales jovenes, adultos y ancianos (eje X). **p<0.01, ***p<0.001.

49



A :
I + 4 I
&
150- | — ! o 1004 . *L_!
_-g '-E L) L]
@ g 80
E
2 100- o
a 2 60
E s
E P 9 404
2 50 _—p— % e
£ £ 204 I‘_‘I
o [
— —
0 T T 0 1 T
o ) ) Q ) )
4@ §l L) 4@ & ?’Q
¥ ¥ & ¥ ¥ &
Edad de |a musarafia Edad de |a musarafia
c |Corteza entorrinall D |CA1, Subiculum y Corteza entorrinall
| + & l
100' L *E% § %%
2 ' J L m'_':
o o
80+ b
£ £ 80-
i o
2 g0+ but
= 2 g0
[ =
31 404 E
o —— o 404 —
= —_ 15 =
E 20' E 20_
|— e
0 T 1 0 T L]
O o] o o o &
A2 S & AP & N
¥ ¥ vss} ¢ vg,* ?g&a
Edad de la musarafia Edad de la musarafia

Figura 14.- Tamafio relativo del cuerpo celular de astrocitos GFAP+.- Se muestra el
area relativa del cuerpo celular en um? de aquellas neuronas GFAP+ (eje Y) en CA1
(A), subiculum (B), corteza entorrinal (C) y en las 3 zonas en conjunto (D) para

animales recién nacidos, jovenes, adultos y ancianos (eje X). ***p<0.001.
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8.- Discusién

8.1.- SOM

Los resultados reportan por primera vez una clara pérdida dependiente de la edad en
el nimero de neuronas somatostatinérgicas en CA1, subiculum y corteza entorrinal

para estas dos especies animales.

Estos datos coinciden con trabajos en los cuales se ha observado una disminucion
dependiente de la edad en células somatostatinérgicas [102], [104]. Ademaés, Oullet y
Villers-Sidani reportaron en 2014 fluctuaciones en el numero de interneuronas
positivas a SOM, asi como también una disminucién en el numero total de neuronas
inhibitorias durante el periodo post-natal (desde los 9 dias de edad) en corteza
auditiva primaria de rata [141]; ademas, se ha documentado también un decremento
cerebral dependiente de la edad en la expresion de este neuropéptido para modelos
murinos [104]. Otros estudios citan que no hay disminucion dependiente de la edad
en los niveles de SOM en liquido cefalorraquideo [142], sin embargo, una pérdida de
neuronas positivas a un neuropéptido no necesariamente habla de una disminucion en

la cantidad del mismo en un determinado compartimiento fisioldgico.

Esta disminucion en el numero de células SOM+ sugiere que existe un proceso de
neurodegeneracion relacionado con el envejecimiento, lo cual concuerda con una
disminucion en los niveles de calbindina en el numero de neuronas colinérgicas en
cerebros de marmosetas viejas [120], asi como también con una acumulacion
amiloidea en diversas regiones cerebrales para esta misma especie [118]. Para el caso
de la musarafia arboricola se ha reportado acumulacion amiloidea cerebral, tanto del
péptido 1-40 como del 1-42 [130]. A pesar de haberse sugerido a la
neurodegeneracion como una caracteristica intrinseca del envejecimiento [143], aln
existe debate respecto a si este proceso es o no fisiolégica y conductualmente
significativo [53], [136].
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Se analiz6 también el area relativa promedio de las ceélulas SOM+, respecto a lo cual
existen pocos estudios al respecto. En cerebro de rata se han reportado diferencias en
el tamafio neuronal dependiendo de la zona en la cual se esté cuantificando este
parametro [144], ademas de haberse buscado ya cambios dependientes de la edad sin
encontrar resultados significativos [145].

Este es el primer reporte sobre cambios ontogénicos en el area neuronal relativa de
este tipo de neuronas SOM+. A pesar de que aun se desconoce la cascada de eventos
responsables de este incremento, se propone que esto se puede deber a una
compensacion ante la pérdida de neuronas SOM+, donde pudiesen estar involucrados
mecanismos como lo son regulaciones a la baja en la secrecién de somatotropina y

desbalances en circuitos inhibitorios.

El estudio de Yamashita y colaboradores en el 2012 reporta una marca positiva a
placas seniles SOM+ para cerebros de musarafias y de macacos japoneses [135], lo
cual esta estrechamente relacionado con nuestros resultados debido a que también se
sugiere una alteracion homeostatica directamente relacionada con este neuropéptido.
Ademas, en este mismo estudio se observa degeneracion en la morfologia neuronal de
aquellas células SOM+ y proponen un ensanchamiento de las mismas debido en gran

medida a la presencia de vacuolas [135].

Cabe mencionar que, a diferencia de humanos y de primates no humanos, en modelos
murinos no se observan cambios dependientes de la edad en el tamafio relativo de las
células SOM+ [146], lo cual sugiere que son especificos para primates y especies

relacionadas [135].

8.2.- GFAP

Una de las caracteristicas mas importantes de la astrogliosis es un incremento en la

cantidad de microglia activa [147], que puede identificarse con marcadores
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especificos como lo es la proteina GFAP [83]. En el presente trabajo, se reporta un
aumento dependiente de la edad en el nimero de astrocitos GFAP+ en CAL,
subiculum y corteza entorrinal en cerebros de marmoseta comun y de musarafia

arboricola a diferentes edades.

Estos resultados concuerdan con los reportes que se tienen en la literatura sobre el
incremento en los procesos de neuroinflamacion y astrogliosis en senescencia, los
cuales citan cambios como aumento en la expresion microglial de interleucina-1lo en
humanos [85], aumento en la expresion de antigenos relacionados al complejo mayor
de histocompatibilidad clase 2 en primates no humanos [86] y cambios morfol6gicos

y transiciones fenotipicas de las células microgliales en roedores [87].

Se sugiere que estos cambios pudieran explicarse como una respuesta a los cambios
encefalicos que se hacen presentes durante el proceso de senescencia como lo son
distrofia [87], estrés oxidativo y neurodegeneracion [84] o a diversas influencias
ambientales como dieta, actividad fisica y actividad mental, asi como también a

procesos patoldgicos como enfermedades neurodegenerativas e infecciones [84].

Si bien aun estd a debate si la activacién microglial (lo cual incluye proliferacion
celular, cambios morfolégicos e incremento en su expresion de GFAP [83]),
constituye o no un proceso perjudicial; el haber observado un aumento tan claro en el
nimero de astrocitos activos para cerebros viejos de marmoseta comun y de
musarafia arboricola, sugiere que ambas especies constituyen buenos modelos

animales para el estudio de la neuro-inflamacion durante el envejecimiento.

En lo que al tamafio de los astrocitos se refiere, los resultados concuerdan con
reportes que citan cambios morfologicos y transiciones fenotipicas dependientes de la
edad en células microgliales de roedores [87]. EI aumento tanto en el namero, asi
como en el tamafio de las células gliales en cerebros viejos se habia reportado ya
desde 1974, gracias a un trabajo en el cual Vaughan y Peters describieron estos

cambios en corteza cerebral de rata haciendo uso de microscopia electronica.
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Cabe también resaltar que los resultados obtenidos en este trabajo con ambos
marcadores (SOM y GFAP) son congruentes entre si debido a que, ademas de
concordar con la bibliografia, la neuroinflamacion que plantean estos datos (aumento
en el numero y en el tamafio de células GFAP+) pudiera estar estrechamente
relacionada con la neurodegeneracion que sugiere el decremento en el nimero de
neuronas positivas a SOM mediante mecanismos como el estrés oxidativo y
adaptacion en respuesta a los multiples cambios acumulados que acarrea el

envejecimiento.
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9.- Conclusién

Los resultados obtenidos en el presente proyecto respaldan nuestra hipotesis de
trabajo que indica que existirdn alteraciones en la cantidad de células
somatostatinérgicas y de astrocitos en sujetos viejos, sugiriendo que ambos

marcadores estan relacionados con procesos de senescencia.
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10.- Perspectivas

1. Se podria correlacionar la presencia de los marcadores evaluados en este
trabajo con el historial clinico de los animales.

2. Seria interesante evaluar la presencia otras zonas cerebrales (e. g. CA3), con
el objetivo de poder discriminar la especificidad de nuestros cambios en una
proyeccion con respecto a otra.

3. Se recomienda continuar con la caracterizacion de las etapas ontogénicas en
marmoseta y musarafia para identificar el momento preciso en que estos
marcadores se hacen presentes, asi como correlacionarlos con funciones
neuronales.

4. Se espera comparar los resultados ontogénicos de estas 2 especies con tejido
cerebral humano sano y enfermo para determinar si los cambios se relacionan

con envejecimiento natural o con eventos neurodegenerativos.
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