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SUMMARY

The HIV-associated dementia (HAD) has been determined in 20-30% of patients suffe-irg
from Acquired Immunodeficiency Syndrome (AIDS). Due to the fact that neurons are not directly
infected with human Immunodeficiency virus (HIV). the pathophysiological manifestations of HAD
could be mediated through an indirect mechanism. The envelope glycoprotein 120 (gp120) derived
from HIV seems to play a critical role in the pathophysiology of neuropsychiatric abnormalitizs in
hurnans. Likewise, in the cat model, the infection with the feline immunodeficiency virus (FIV
the treaiment with FIV-derived gpl20, produce neurological and behavioral abnormalities. Alsz. 2
number of experiments have shown that nanomolar concentration of HIV-gpl20 causes neurcnal
death in vivo, and a picomolar concentration kills neurons in vitro.
The goal of the present study was to determine the effect of both, HIV- or FIV-gp120, on lez— -;
and memory processing, hippocampal long-term potentiation (LTP), locomotor activity, hippoca—zz:
cAMP preduction and on the sleep-waking cycle in rais.
Spatial memory was impaired in those rats treated with FIV- and HIV-gp120. Due to the fact tha: The
hippocampus is implicated in the modulation of this type of memory, we evaluated long-ierm
potentiation (LTP) in HIV-gpl20 and FiV-gpl20 pretreated groups. Both gfoups showed 2
significant decrease in post-tetanic potentiation but only HIVgpl20 group deteriorated LTP
expression. Also, HIV-gpl20 diminished cAMP production in the hippocampus.
Electroencephalografic studies (EEG) show that wakefulness (W) increases during the light period.
and decreases during the dark period in both, FIV- and HIV-gpl120 pretreated groups. Likewise.
slow wave sleep stage 1 (SWS1) has a sigrificant increase throughout the 24 h of recording in iV-
gp120 group, while FIV-gp120 group showed the same effect at 13:00, 21:00 and 01:00 hours 2nly.
Slow wave sleep stage 2 (SWS2) decreased at 13:00, 17:00, 05:00 and 09:00 hours in both gpl20
pretreated groups, but FIV showed a similar effect at 01:00. Rapid eve movemente (REM) sleep
decreased significantly at 13:00 in both groups. Finally, motor activity was impaired in FIV- and
H1V-gpli20 pretreated groups.
These results show that either, H1V-gpl120 or FIV-gpl20, are capable of inducing alterations in
memory processes, hippocampal 1.TP and in the level of alertness as assessed by the evaluation of
the sleep-waking cycle. All these abnormalities suggest that HIV-gp120 causes neurophysiological

abnormalities and facilitates HAD development in AIDS paticnts.



RESUMEN

La demencia asociada a la infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH),
DAYV, ha sido reportada en un 20-30% de pacientes que padecen el sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA). Debido a que las neuronas no se infectan directamente con el VIH, las
manifestaciones fisiopatoldgicas del DAV podrian estar mediadas a través de un mecanismo
indirecto. La glicoproteina 120 (gpl20), que forma parte de la envoitura viral del VIH, parece jugar
un papel importante en la fisiopatologia de las anormalidades neuropsiquidiricas observada en
humanos. Del mismo modo, la infeccion con el virus de la inmunodeficiencia felina (VIF) o el
tratamiento con FIV-gpl20, causa anormalidades conductuales y neuroldgicas en gatos. Muchos
experimentos han mostrado que concentraciones nanomolares de VIH-gpl120 causa muene neuronal
in vivo, y concentraciones picomolares mata neuronas in vIro.
Ei propdsito del presente trabajo fue determinar los efectos de las gpl20 derivadas del VIF v del VIH
en diferentes tipos de aprendizaje, actividad electrofisioldgica del hipocampo, actividad locomotcira,
asi como ia produccion de AMPc en el hipocampo de ratas aduitas, ¥ también el ciclo suefic-vigilia.
Los resultados indican que las ratas pretratadas con VIF-gpi20 o VIH-gp120 tienen un deterioro en
ta memoria espacial. Debido a que el hipocampo esta involucrado en la mo-dulaciéﬁ de este tipo de
memoria, evaluamos la potenciacion de largo plazo (ILTF) en otros grupos pretratados con gpl2(
derivado del VIF y del VIH. Ambos grupos presentaron una disminucion significativa de la
potenciacién postetdnica, pero solo el grupo tratado con VIH-gpi20 mostrd un deterioro significativo
del mantenimiento de la LTP. Del mismo modo, al evaluar la produccién de AMPc en el hipocampo,
esta se encontré disminuida en o zrupo t-amado con VIH-gpl120.
Por otra parte, la actividad moiora se deteriord en los grupos tratados con ambas gpl20. v ademas,
los estudios del electroencefalograma indicaron que el estado de vigtlia se incrementé en ¢l periodo
de luz en ambos grupos (VIF- y VIH-gp120), pero esta misma vigilia disminuy6 durante el periodo
de oscuridad. Del mismo modo, el suefio de ondal lentas 1 (SOL1) aumenté a lo largo de las 24 hen
el grupo VIH-gp120, mientras que el grupo VIF-gpl120 preseatd el mismo efecto a las 13:00, 21:00 y
01:00 horas. El suefio de ondas lentas 2 (SOL2) disminuy6 a las 13:00, 17:00, 05:00 y 09:00 horas en
ambos grupos, pero VIF-gpl20 presemd disminucidon adicional a las 01:00 h. Ll sucnio de
movimientos oculares rdpidos (MOR) preseatéd una disminuacion significativa a tas 13:00 ¢cn ambos
grupos. Finalmente, la actividad locomotora se deteriord en los grupoes tratados con VIF- o VIH-
ap 120, Estos resultados muestran que tente ta ¢pl 20 derivada del VIH como la del VIF son capaces

de inducir alterasiomes neurofisioldaicas que conuribusen a explivar la patologia de la DAV,

L)




INTRODUCCION

El Sindrome de Inmunodeficiencia Adquinida (SIDA) es un padecimiento infecto-contagioso
provocado por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). Esta enfermedad esta
caracterizada por un conjunto de signos y sintomas que reflejan la depresion de la inmunidad
celutar y humoral, seguida de la aparicién de infecciones oportunistas, desarrollo de cancer v, en
algunos pacientes, la aparicion de alteraciones cognoscitivas (Greene, 1991; Newman » 2:ls,,
1995). De acuerdo a la definicién de Centros de Control y Prevencion de Enfermedades (Centers

for Disease Control and Preventions) de Estados Unidos, el diagnostico de infeccion por el b

fr
iy
i

asi como del SIDA se realiza cuando una persona redne los siguientes eritenos (CDC, 1935
En adulios, adolescentes o nifios mayores o iguales de 18 meses, un caso de infeccion por el VIH
que debe ser reportado, debe de incluir los siguientes criterios:

2) Resultado positivo en una prueba de deteccién de anticuerpos contra el ViH (e.g. Inmunoensayo
ligado a enzima (LIA) positivo) seguido de una prueba confirmatoria positiva (e.g. Western blot o
prueba inmnunofluorescente con anticuerpos),

)

3) resultado o reporte positivo de alguno de los siguientes pruebas virales: Deteccién de DNA o RNA
virales usando prueba de reaccion en cadena de [a polimerasa (PCR), 6 prueba para la deteccidn del
antigeno p24, incluyendo un ensayo de neutralizacion, aislamiento del virus (culiivo viral),

6

4y eriterio ciinico (si los criterios de laboratorio arriba mencionados no sen enconirados).
. )

5) condiciones donde el criterio es basado en la definicién de cases de SIDA de la CDC.

En nifios menores de 18 meses, un caso reportable de infeccidn por el VIH debe incluir por 1o menos uno
de los siguientes criterios:
1) Criterio de laboratorio para el diagnostico definitivo:
-Resultado positivo en dos pruebas separadas (excluyendo la sangre del cordon umbilical), usando
uno 0 mas de los siguientes pruebas:
Deteccién de RNA o DNA virales
Prucba para la deteccidon de la p24, incluyendo prucba de neutralizacién, en un infante mayor o igual
de vt mes de edad.
Alslamiento del VIH ( cultivo viral)
6
2) Diagndstico presuntivo en un infante que no presenia los eriterios para el diagndstico definitvo de
infeecion con el VIH pero que presenta:



-Resultado positivo en una muoestra (excluyendo el cordon umbilical) usando las pruebas viroldgicas
antes mencionadas v que no tenga pruebas subsecuertes negativas por virelogia o prueba por
anticuerpos.
0
3) Criteno clinico u otro (si los criterios definitivos ¢ presuniivos no cumplen los requisiios).
-Diagnodstico de infeccion por el VIH, basado en los ¢nterios arriba mencionados gue es documentada
en un registro clinico por un médico.
o
4y Condiciones que cumplen con los criterios manejacas en definicidn de casos-de SIDA en el
monitores incluido en la edicién de 1987.

El diagndstico de SIDA se realiza, cuando una personz esta infectada con el VIH (ver criterios
anteriores) y que presente inmunodepresion severa {conteo de linfociios T CDE~ <200 'ul, o

porcentaje de concentracién de linfocitos T CD4- com risperin 2 hnlocis totzles < 14),
tuberculosis pulmonar, neumonia recurrente o cancer cenvica! invasivo (CDC, 1987 y 1993). i

Para su estudio clinico, la infeccidn por el VIH se ha dividido en tres etapas: la infeccidn aguda,
el periodo asintomadtico y el Sindrome de inmunodeficiencia adquirida. En la figura 1 se presenta
la relacion temporal de los tres periodos clinicos reportados en pacientes infectados con el VIH

con base a los niveles de linfocitos CD4+ en sangre, los niveles de RNA viral en plasma vy la

respuesta inmune.
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FIGURA I: En esta figura se representa la secuencia clinica obsenada en pacientes infectados ¢:n el
VIH. En este caso, ilustramos el curso de lz enfermedad en refacion a los niveles de los linfocitos CD4+
en sangre (curva con linea delgada), los niveles de RNA viral en plasma {cur z con linea gruesa ¢lea) y
la respuesta inmune especifica anti-VIH (curva con linea gruesa obscuraz). Debajo de la gifica
representamos el periodo de la infeccidon aguda, el asintomatice y del SIDA. Durante la infeccidn zzuda,
la entrada y replicacién del VIH va seguida de un aumento de los niveles de RNA viral en plzsma,
seguido a sp vez, de una disminucidn del conteo de células CD4~. Después de un periodo breve se z:tiva
la respuesta U1 mune especifica seguida también con el aumento de las celulas CD4+, lo que inducs una
disminucén de los niveles de RNA viral en plasma, dando paso al periodo latente o asintomético, e cual
es variable en duracién. Nuevamente, el aumento de la carga viral produce una disminucion 2 la
respuesta inmune, lo que aumenta la predisnosiciédn a ~feccion2s oportunistas v deterioro Jet pa. "
Esto da paso a la Gltima etapa de la infeccidn o SIDA se_ . da de la muerie del paciente.

Es importante seiialar que el CDC hace una clasificacion mas extensa de la enfermedzd y
establece cuatro grupos para su estudio, pero para fines practicos de esta tesis manejaremos el

esquema de la figura 1. En la siguiente tabla (tabla 1) mostramos la clasificaciéon propuestz por

el CDC (1987).




Tabla 1: Clasificacion de la infeccién por el VIH

Grupo Clasificacion
Grupo | Infeccidn aguda ﬂ*
Grupo II Infeccién asintomatica -
Grupo 111 Linfadenopatia generalizada ’
Grupo IV Otra condicién

Subgrupo A Enfermedad constitucional

Subgrupo B Enfermedad neurologica

Subgrupo C Enfermedades infecciosas secundarias

Categoria C-1

Categoria C-2

Subgrupo D
Subgrupo E

Enfermedades infecciosas secundarias
especificadas en el CDC para el
SIDA
Otras enfermedades infecciosas
secundarias
Céncer secundario I
Otras condiciones

CDC= Centers for Disease Control and Preveniion. Nota: Los pacientes incluidos en el orupe Iy 11T

“pueden ser subclasificados con pase a estudios de laboratorio. Los pacientes del subgrupe D deben de

tener la definicién de SIDA de acuerde a fa CDC. {Tomado del CDC, Revision of the CDC Surveiilance
cas¢ definition for acquired immunodeficiency svndrome. Morbility and Mortality Weekly Report. 1987

A continuacién haremos una descripeion de los tres periodos clinicos de la enfermedad, asi como

sus principales caracteristicas clinicas y de laboratorio.

L1 INFECCION AGUDA

La infeccidn primaria con el VIH, también conocida como sindrome retroviral, puede producir

una enfermedad moderada y autolimitante en un 50 a 90% de personas infectadas. El tiempo que

transcurre desde la infeccion de la mucosa hasta detectar la viremia es alrededor de 4 a 11 dias,

aunque este periodo es mas corto cuando el

virus entra en contacto directo con células

sanguineas. El tiempo que pasa desde la exposicién hasta la manifestacidn de los sintomas
po que p p

clinicos es de 2 a 6 semanas, v estos pueden persistir por una a dos semanas (Quinn. 1998; Kahn

v Walker, 1998).




La infeccidn se adquiere comiinmente por contacto sexual con personas infectadas, uso de agujas
y jeringas contaminadas con el VIH, contacto con sangre contaminada con el virus (comanmente
transfusion), asi como durante el embarazo, el parto (a través del contacto de la sangre materna y
fetal), y en forma menos comun en la alimentacién materna ( Blocker y Cohen, 2000; Ickovics
y cols, 2000).

Clinicamente la infeccidn aguda se parece a la mononucieosis infecciosa o al resfriado comn.
Los sintomas tipicos son fiebre, cefalea, fatiga, dolor al tragar los alimentos, mialgias, artralgias,
asi como erupcidon maculopapular en la piel en forma generalizada y transitoria. En algunas
ocasiones se observa candidiasis oral, asi como dolor abdominal leve. Algunos pacienies
desarrolian linfadenopatia cervical o axilar, y por lo general esto sucede en la segunda semana‘ de

la infeccidn (Iang 3. cols.1.989; Baltimorc-y-Feinberg; 1980 frmrm s v s siostsmns -

También es frecuente enconirar linfopenia y/o trombocitopenia. En ésta etapa. los niveles de las

marcando el inicio de la fase asintomatica. En esta etapa asintomatica, los niveles de células CD4
muevamcnte empiezan a disminuir paulatinamente hasta dar inicio a la fase clinica del SIDA (ver
maskadelante). Por otra parte, durante la infeccién aguda, las células CD8 (citotdxicas) aumentan
sus niveles y se mantienen elevados hasta que los sintomas de la infeccién aguda desaparecen y

la viremia disminuye (Kahn y Walker, 1998).

Durante la fase aguda, hay una replicacién viral activa, produciendose un alto nimero de nuevos
viriones. La viremia es de por lo menos 50,000 copias de RNA viral/mL, pero frecuentemente
estd en el rango de 1,000,000 a 10,000,000 copias. Durante la fase de viremuia. el aumento

considerable de la carga viral es un factor potencial para la diseminacion de Ia infeccidn a otras

“¢ENiTEE CD4 disminuyen transitoriamente y se elevan nuevamente después de la infeccidn aguda.



personas, ya que estadisticamente se ha reportado que el 50% de las infecciones se adquieren por

contacto con personas con viremia (Quinn, 1997).
1.1.1. BIAGNOSTICO DE SEROPOSITIVIDAD

La deteceion de la infeccion con el VIH se realiza comunmente empleando la técnica de ELISA
o EJA (Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay). Entre otras pruebas que se pueden utilizar
para realizar el diagndstico podemos mencionar el Inmunoblot, el ensayo de aglutinacidn de
particulas, ensayo inmunoflourescente, ensayo para deteccién dé [gA en recien nacidos de
madres infectadas con VIH e hibridacién in situ. En general, estas pruebas detectan anticuerpos
tanto para VIH 1| como para VIH 2. El examen de confirmacidn mas empleado es el Western bgot

(Sloand y cols., 1991). Brevemente, la prueba de ELISA es un estudio de laboratorio que

B A lr:h J-gy. oy

coTIsise eI Thedio donde se encieniran os antigenos inactivados del VIH. Se incuba con el

suero del paciente. Si el paciente se encuentra infectado. su suero tendrd anticuerpos dirigidos

contra las proteinas virales, y por lo tanto se unirdn a los antigenos en el soporte. Posterior a esto

se agrega una anti-inmunogiobulina humana (o segundo anticuerpo que tiene al mismo tiempo
una enzima unida) que se unird a los anticuerpos anti-ViH del paciente capturados en la placa. El
siguienite paso es agregar un substrato que cambia de color por accién de la enzima unida al
segundo anticuerpo. El cambio de color indicard la presencia de anticuerpos virales y la prueba

serd posiiva (Sloand y cols., 1991).

1.1.2,. WESTERN BLOT

El Western blot (WB) es una prueba para confirmar la presencia de anticuerpos especificos
contra el virus. En este método sc separan las proteinas que constituyen al virién de acuerdo a su
peso moleculer vulizando una electroforesis en gel de peliacrilamida. Las proteinas separadas

Lon tunsferidas a una membrana de nitrocelulosa, la cual os incubada en presencia del suero del

b



paciente, y si hay anticuerpos, estos se pegaran a los antigenos virales. Las bandas reconocidas

por los anticuerpos son visualizadas por una reaccion enzimatica colerida utlizando anticuerpos )
anti-inmunoglobulinas (llamados también segundo anticuerpo o conjugado) que estdn acoplados i
a una enzima como fa fosfatasa alcalina. Finalmente, se agrega un substrato que s2 precipita "‘—
cuando reacciona con ¢l conjugado resultando en una banda visible donde el anticuerpo primarno

se unio a la proteina o antigeno {O'Gormany cols., 1991).

1.2 PERIODO ASINTOMATICO

Después de gue ia infeccidn aguda termina. el proceso infeccioso continla v cursa por una fase
llamada latente o asintomatica. El periodo de esta fase puede ser variable v va desde 18 meses

hasta 15 afios. El promedio se encuentrz en 8 a 10 afios (Pantaleo y cols., 1993). ::')

ot

e ante-esta-iase,- hay-repiicactdnviral-continua;aunque en oTasionesesta o pueds ser T T T

detectada en céiulas mononucleares de sangre periférica. A su vez. la cantidad de céiulas CD4

-— —m— = - [P T o e mrmis InTE-s e s, T = = =

disminuyen continuamente iasta que la respuesta inmune es insuficiente para contener la
replicacion viral (Greene, 1991; Tenner-Racz v cols., 1998§).

La duracién del periodo asintomatico depende de las condiciones particulares del huésped y del

virugi Entre los factores del huésped se encuentran la capacidad de sus sistema inmune para
controlar la infeccidn, su estado nutricional, y en tanto que enire los factores del virus estan Jas

caracteristicas de la cepa viral, su tasa de replicacién y mutacién principalmente (Lang y ¢ols.,

1989; Pantaleo y cols., 1993, Chaisson v cols 1998).

En esta fase, la prueba para la deteccidon de anticuerpos contra el VIH es positiva, aunque
usualmente o prucba para ia deteccidn de p24 suele ser negativa (Tenner-Rac y cols.. 1998). Ei
cultivo de virus se hace a partir de las células mononucleares de sangre peniférica (Burgard y

cols., 2000) a pesar de fa viremia disminuida en sangre periférica.



En la fase latente, empieza a haber una pérdida de la arquitectura de los nddulos linfaticos

acompafado del deterioro del sistema inmune, presentandose una disminucién marcada en al

cuenta de linfocitos CD4 y un incremento importante de la viremia. Es en esta fase donde

aparece la linfadenopatia generalizada persistente (LGP){ Burgard y cols., 2000; Levy, 1993). P

1.3 SINDROME DE INMUNODEFICIENCIA ADQUIRIDA (SIDA):

£} sindrome de inmunodeficiencia adquirida es el estado clinico final de la infeccion con el VIH.

L.a fase clinica o SIDA esta marcada por la aparicién de una o mas infecciones oportunistas

tipicas definidas en los criterios diagnosticos del CDC que sefialaremos mas adelante. Esta etapa

clinica se caracteriza por signos y sintomas que reflejan inmunodeficiencia severa. Este sindrome

{

es causado por infecciones oportunistas que ordinariamente no causan enfermedad. Al inicio de :"’_

k- faSe-GHRic R del SIDA elpactente-empteza-a presentar fattgar pérdidade peso; BraR I T AT ™ T

persistente, herpes simple y candidiasis oral créonica. Con el avance de 1z enfermedad puede

~ 7 7Thuoer fiebre que persiste por mas de un mes, pérdida involuntaria de peso superior al 10% del

peso corporal, diarrea persistente por mas de un mes sin otra causa que explique los sintomas.
Una disminucion en la cuenta total de linfocitos CD4 por debajo de 500/uL precede a la
apari‘cién de SIDA, y una caida en la cuenta a menos de 200 células/pL no solamente define
SIDA, sino que también indica una alta probabilidad de infecciones opostunistas (Phillips y cols.,
1992; Bozzette y cols., 1995).

Otros hallazgos de laboratorio que indican progresién a SIDA incluyen {a positividad al antigeno
p24 {60% de los casos), incremento en suero de la beta 2 -microglobulina (B2-M), aumento de la
[¢A en suero, o bien, incremento de los niveles de n=opterina en suero, liquide cefalorraquideo u

orina. (Tsoukas y Bernard, 1994).




La neumonia por Preumocystis carinii se produce en 80% de los casos, aunque las infecciones
por Citomegalovirus son muy comunes también. Ademds, entre las infecciones més frecuentes se
encuentra la causada por Cdndida albicans (oral o faringea). Afvcobacterium avium, M.
intracellulare v M. tuberculosis en un 10 % de los casos, siendo esta Gltima un problema de
salud pGblica que empieza a cobrar nuevamente importancia epidemiolégica.
Un gran porcentaje de pacientes con SIDA presenta diarrea cromca y los agentes frecuentemente
aislados son Criptosporidium e Isospora belli, Salmonella, v otros agentes bacterianos como
Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae. Staphylococcus aqureus 'y S. epidermiidis y
en menor frecuencia Coccidioidomicosis, aspergilosis. histoplasmosis y nocardiosis. :
El sarcoma de Kaposi es un tumor maligno que se desarrolla en la piel. pulmones v tra;to
e e @aSIzointestinal.- Este-consiste-inicialmente de-méculas wpipulas-de-forma-uregutar+-iuego -~
forman nddulos dolorosos. Se caracteriza anatomopatoldgicamente por la preliferacidn de una

““poblaction celular mixta que incluve células endoteliales. En las fases inmiciales, las lesiones

suelen ser indoloras, pero en la forma diseminada se afectan con mayor frecuencia los ganglios
linfaticos y los sistemas gastrointestinal y pulmonar. En los estados avanzados del sarcoma
pued.e haber lesiones gastrointestinales y sangrado, dificultad en la ventilacién, expectoracion
COIl sangre y 10s.

Aparte del sarcoma de Kaposi, también se pueden desarrollar ciertos tumores Jinfoides del tipo
no Hodking, incluyendo el linfoma cerebra! primario de células B. Ademas del cerebro, otras
localizaciones extranodales frecuentes del linfoma son la médula dsca, el aparato

gastrointestinal, el higado, la piel y las membranas mucosas (Greene, 1991; Lang v cols., 1989).




1.4 MANIFESTACICONES NEUROLOGICAS ASQCIADAS A LA INFECCION CON EL
VIRUS DE LA INMUNGDEFICIENCIA HUMANA
Se ha establecido que ¢l 80% de los pacientes que desarrollan el SIDA presentan durante el _’v
transcurso de la enfermedad algunos signos ¢ sintomas relacionados a la disfuncién del sistema -
nerviose centrai (Elder y Sever, 1988).
Asimismo, en un 20 a 30% de los pacientes adultos y hasta en un 50 % de pacientes pediatricos
se logra integrar un cuadro caracteristico de disfuncién del sistema nervioso central gue
micialmente fue lfamado complejo demencial asociada al SIDA (ya que fue descrita en pacienies
que presentaban el cuadro clinico del Sindrome de inmunodeficiencia adquirida). Estudios
subsecuentes lo han caracterizado en pacientes seropositivos en estadios tempranos ¢ intermedics

------- —de-la-enfermedad; pordo-que-sorrombre-tarcantbrado-a-demenciausoctadaa T infeeciomesn =l 7T

VIH (DAV) (Epstein, 1983: Jassen, 1989).

" Los procesos COC”IOSC Livos eStan dete-lorados manifestindose por dificuitad en Ia concentraciorn:

mental, disminucion en la velocidad de movimientos y en las sensibilidad (Price. 1988)
Atkinson y cols. (1988) reportaron alteraciones de tipe subcortical que involucran un detericro
nPuropmcommco demostrable en ia velocidad de movimiento, control motor, concentracion.
resolucion de problemas aritméticos v deterioro en la ejecucion visual-espacial (Navia y cols.,
1986; Price v cols., 1988; Grant y cols., 1987).

En la siguiente figwin (figura 2) se indican los hallazgos neurolégicos mas comunes en pacientes

infectados con el VIl durante las tres etapas clinjcas.
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SENSORIAL I

DEMENCIA ASOCIADA A LA INFECCION POR EL VIH
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FIGURA 2: Epn este esquema se ruestra ia relacidn entre la evolucion clinica y el desaralia de
patologias que indican una alteracion del sistema nernviess durante ¢] transcurse de las difersnies Tus:: de

la infeccion. Es Imporante seralar gue 'z frecuencia de pacientes que presentan alguna sintomal 213
asociadz con ateccién del sistema nervioso es de 85 %, y del 20 2 30% integra un cuadro newolozico
Hlamado demencia asociada a la infeccidn con el VIH. Este cuadro abzarca desde el periodo asinixmiikea

hasta el pericdo dei SIDA (traducido de Power v cols., HIV-1 Associated Dementia: Clinical Features
and Pathogenesis, 1993).

Clinicamente la DAV empieza con un deterioro en la memoria, en la capacidad de concentracion
y disminucidn en la velocidad de los procesos mentales, apatia v psicosis. Esto es progresivo, ya

que con ¢l tiempo aparece el deterioro motor tal como ataxia y tremor.

1.4.1 CRITERIOS PARA EL DIAGNOSTICO PROBABLE DE DEMENCIA ASOCIADA
A LA INFECCION CONEL VIH

Los ‘criterios diagnodsticos utilizados por el Working Group of the American Academy of
Neurology AIDS Task Force (1991), para establecer la existencia de Demencia asocizdza a la
infeccién con el VIH son los siguientes:

1) Ewvidencia de infeccion con el VIH

2) Anormalidad adquirida en por lo menos dos de las siguientes habilidades cognitivas (presente

por lo menos un mes):

5) atencidon/concentracion,



6) velocidad de procesamiento de la informacidn,
73 abstraccién/razonarmuento,

8) habilidad visual-espacial,

9) aprendizaje/memoria,

10) lenguaje.

La intensidad del deterioro debido a disfuncidn cognoscitiva debe clasificarse de acuerdo a la
tabla propucsta por Portegies (1994)

CLASIFICACION DE LA INTENSIDAD DEL DETERIORO NEURC. oCiCO DESCRITC EN
PACIENTE INFECTADOS CON EL ViH.

Estado L Categoria Caracteristicas
0 Normal No hay evidencia de disfuncidn nerviosa
0.5 Subclinico Hay muy pocos sintornas que podrian inerferir con la ejecucion

de las actividades dianias. Entre los posibles sintomas se puede
encontrar disminucién en la velocidad de movimientos oculzres
o de las extremidades.

i Leve Evidencia de disfuncion inmtelectual v motora. sobre todo
aquellos que involucran los movimientos de los miembros
superiores.

2 Moderado No puede ejecutar movimientos indispensables para la v Za

L__ diaria (de autocuidado)
3 Severo | Existe una incapacidad intelectual mavor (no puede seguir

eventos personales o novedosos, no puede mantener una
conversacion compleja o tiene disminucion evidente en la
velocidad de los movimientos) vy muy frecuentemente un
deterioro o debilidad motora.

4 Fstado final Este es un estado casi vegetativo. No hav respuesta nerviosa a
L la estimulacidn nociceptiva

Tabla 2: Esta tabla clasifica la intensidad del deterioro nevroldgico descrito en pacientes infectados con el
VIH. Para esto, s¢ da una valoracién numérica que indica ol estadao dei paciente. seguido de una categoria
equivalente y sus caracteristicas clinicas.

El deterioro en la funcidn motora y neuropsicoldgica debe ser evaluado por examinacion clinica

v e evaluaeion neuropsicoldgica s¢ realiza con la prucha proscriadaen iz abla 3



TABLA 3; PRUEBA PARA VALORAR EL DETERIORO NEUROLGGICOEN PACIENTES CON DAV

PUNTUACION PUNTUACION ESCALA DE MEDRICION
+ () REGISTRO DE LA MEMORIA
Dar cuatre palabras para recordar (perro, gato, werde,
chabacano)
4 () ATENCION
Movimientos ocularess 20 comandos. _  ermrores de

20 ensayos
5 () VELOCIDAD PSICOMOTURA
Pedirle al paciente que escriba ef alfabeto en letras maytsculas
en forma horizontzl en una pagina y registre e] tiempo en:
segundos

EVOCACION Dz LA MZMOR

—~
—r

Preguntar por las cuairo pz 2bres merionzdas antersormente. Dare
.. 3
un punio por cadz oplitn comesta.

[S)
—~
L

CONSTRUCCION
Copiar este cubo en unz hola de papel v registrar el tiempo en

segundos.

PUNTUACION. 4

TABLA 3: Esta prucha es utifizada para la evaluacion del o227 oro neurologico del paciente con
sospecha de demencia asociada a la infeccion con el VIH. S4EMORIA: Para evaluar la memoria
inmediata y tardia, aqui se le ofrece al paciente una lista de cuatro palabras (por ejemplo: perro. gato,
verde, chabacano) para que las recuerde en dos ocasiones; la primera ocasion lo hard inmediatamente
(REGISTRC DE LA MEMORIA), y la segunda, la hard mas tarde en el transcurso de la prueba
EVOCACION DE LA MEMORIA). Se [e asigna un punto por cadz opcidn correcta. La prueba de
atencion utiliza una pantalla de computadora donde al paciente se le presentan 20 comandos gue
aparecen aleatoriamente, Se miden los movimientos oculares hacia el comando v se cuentan los aciertos.
Esta evaluacion es de 4 puntos, siendo el criterio e] siguiente: si el paciente comete < de 3 errores se le
daré una puntuacién de 4, si comete 4 errores la puntuacion sera de 3. si comete 5 crrores la puntuzcion
sera de 2, y finalmente st comcte § errores 1a puntuacion serd de [; mas de 6 errores la puntuacién es
igual a 0 (£ 3 errores+4; 4 errores=3; 3 errores=2; 6 crrores=1: >60).

La siguicnte valoracion es la velocidad psicomotore, donde se l¢ pide al paciente que escriba el alfabeto
en letras mayusculas en forma horizontal en una pagina y se registra el tiemipo en segundos. La
puntuacion que se asigna es la siguiente: tiempo < 21 segundos = 6; 21.1 a 24 = 5, 24,1227 = 4; 27 1-30

~ - "

=3, 5301-3322,531386=1;>36=0

A



La siguiente valoracion es nuevamente la evocacion de la memoria. Para esto. se le pide al paciente que

evoque nuevamente las cuatre palabras mencienadas inicialmerte. Se asigna un punto por cada opcidn
correcta.

La pante final de la valoracién es dibujar un cubo tridimensiona! el cual esta impreso en una hoja anexa.
En esta prueba se registra el tiempo en segundos en que el paciente dibuja dicho cubo, siendo fa
calificacion la siguiente: tiempo < 25 segundos = 2; 25-35 segundos = ; > 35 segundos=0.

La suma total de esta prueba es de 20 puntos. La exisiencia de una puntuacion menor indica el grado de
déficit cognoscitivo y/o motor.

1.4.2 CICLO SUENO-VIGILIA:

Diferentes alteraciones del ciclo suefio-vigilia han sido documentadas en pacientes infectados
con el virus del VIH y al mismo tiempo se han reportado variaciones de acuerdo al curso de la
enfermedad. En pacientes seropesitives uin demancia se o encontrado periodos de ondas delfta
en el registro de la segunda fase noctwma Norman v cols. 22 1992 demostraron ug incrementd ¥
desplazamiento en el porcentaje del suefio de ondas lentas (SOL) en la fase terminal del periodo
nocturno. El estado de vigilia, asi como las fases tres y cuatro de suefio lento y el suefio de
movimientos oculares rdpidos parecen estar dispersos durante toda la noche. Cuando se realiza
un analisis de la relacién del sueiio MOR/noMOR (suefio de ondas lentas) se encuentra también
que estos estan frecuentemente interrumpidos en un 30% de los casos. Wiegand ¥ cols. en 1991,
descn:ben que los pacientes seropositives presentan un dererioro del suefio nocturno con una
reduccion del tiempo total, alargamiento de la latencia para la aparicidn de suefio, disminucion
de la eficiencia de suefio, mds despertares nocturnos, aumento de la vigilia, aumento del SOL
fase I y disminucién del SOL fase I1. La latencia para el suefio MOR también estd disminuida
(Kubicki y cols.,, 1988; Norman y cols., 1990; Darko y cols., 1992; 1995a y 1995b; White v

cols., 1995).




1.43 POTENCIALES PROVOCADOS:

El estudio de los potenciales provocados auditivos, visuales y somatosensoriales en pacientes
asintomaticos ¥ con SIDA han reportado que los potenciales auditivos provocados def tallo
cerebral presenian una latencia alargada en los componentes I-V y un aumento de la duracién de
la onda Il (Smith y cols., 1990). De acuerdo al trazo normal, la onda I se encusntra asociada a la
actividad del VIII par craneai, mientras que la onda lII probablemente se genere en el complejo
olivar y en tanto la onda V en el lemnisco lateral. Si la onda I es normal, sugiere que ef 6rgano de
Corti no esié afectado por lo que el sujeto escucha bien, los demds inters alos pueden ser uszdos
pera descaner apormaiidades en las vias auditivas. El retardo de la onda | a III sugiere una Ieséén
baja de puente v un retardo prolongado de III a V sugiere una anormalidad localizada enire el
puente bajo y mesencéfalo. Estudios realizados en simios infectados con el virus de la
inmunodeficiencia simiana (VIS), han permitido encontrar que los potenciales visuales y
auditivos estan alterados. Los potenciales auditivos de tallo cerebral indican un retardo en las
ondas P4 y P5. Asimismo, estos animales muestran una disminucién de la amplitud de los
pbtenciales evocados. Por otra parte, los potenciales visuales muestran una onda P2 que ocurre
en una latencia corta en los simios infectados con el VIS (Prospéro-Gareia ¥ cols., 1996).

1.5 ALTERACIONES MORFOLOGICAS

Los hallazgos mas frecuentes encontrados con el uso de la Tomografia Computarizada (TC) en

pacientes seropositivos es atrofia cerehral con dilatacion del I ventriculo. Lsto se relaciona con

el avance de la enfcrm-edad y por lo regular ocurre después de 4 afos de evolucidn o bien,

cuando hay sintomas necurolégicos que sugieren deterioro del sistema nervioso central. En

estados tempranos de 1z infeccion, se encuentran datos que sugicren atrofia infratentorial v con el

avance de la enfermedad. los daftos al cerebro son mids difusos v fa pérdida de volumen cerebral
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se extiende a regiones frontales y temporales. Los patrones de atrofia pueden ser cenizles
(dilatacion ventricular), pentférica (dilatacion del suleus) o munta. La atrofia central gue 25 la
que se reporta mas frecuentemente parece involucrar estructuras subcorticales. Cuando se rezliza
una TC en forma continua se demuestra evolucion progresiva de la enfermedad (Chrysikopouius,
16990). La segunda manifestacién mds frecuente encontrada con la TC es lesicnes del
parénquima en [as regiones periventriculares caracterizados por disminucion en la densidad.

En pacientes pediatricos seropositivos, el hallazgo més frecuente es atrofia central, que incliven
atrofia corntical, lestones en la materia blanca y caleificacién difusa en los ganpllzs Tz es
{o.gunas vecas en forma simultdanea con el 16bulo fronwal). Las cziciticaciones cosznzias
représentan una vasculopatia mineral de células endoteliales (Belman v cols., 1988). |
Con el uso de la resonancia magnética (MRI) se ha reportade arrofia irontoparietal con pérdida
de la substancia blanca vy gris tanto en pacientes seropositivos en la etapa asintomatica cors en

la clinica. En los estados mas avanzados y graves se reporta disminucién del volumer ¢: los

ganglios basales y los datos que sugieren esto es el aumento del radio entre los dos ni: zos

czudados. La infeccidn acompaiiada con una tasa alta de replicacidn viral en la microgt.: 2: jas
estructuras subcorticales pueden ser las causas directas o indirectas de la atrofia cerzbral
(Berman y cols., 1999). La frecuencia de lesiones en pacienies con demencia es de 78%. Las

lesiones mas frecuentes son de tipo difuso, localizadas preferentemente en forma periventnic Jar.

El patrén intenso observado en la materia blanca indica palidez de la miclina. Dependiends del
grado de las lesiones focales en nucleos mas profundos como ¢) tdlamo v los niecleos lenticmnes

es la severidad de la demencia. Ouos datos indican tambiéa calcificacidn asociada con dilaiz:ion




de los espacios de Virchow-Robin, por lo que la barrera hematoencefalica parece estar aiterada,
ademas de lesiones en el cuerpo calloso (Bencherif y Rotenberg, 1988).

Estudios que usan la Tomografia por Emisién de Positrones (PET) asi como la cuantificacion del
consumo de [18F] Fluoro-2-deoxiglucosa (FDG) reportan aumento del metabolismo en los
ganglios basales y tilamo en los estadios previos al desarrollo del cuadro clirico del SIDALy
posteriormente con el progreso de la enfermedad aparece disminucién del metabolizma en

corteza y estructuras subcorticales. Cuando se usa el muestreo con Neuroimagen Funcional con

[99Tc} hexametil-propileneamineoxima (SPECT) se encucnira una preve’encie ool "8 al 800 de
defectos en la perfusion cortical y subcortical en estados tardios Estos Jdelecios son muiiinizles

con predominancia de los Iébulos frontales y ganglios basales. v en menor grado fos pariciales,
temporales y cerebelo (Maini y cols., 1990; Bencherif y Rottenberg, 1988).

1.6 VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA E INFECCION CELULAR

Comeo miembro de la familia de los lentivirus, el VIH requiere del aparato genético del huésped
para su replicacion (Baltimore 1989). El virus tiene dos copias de dcido ribonucleico (RNA) de
alrededor de 9200 bases de nucleotidos el cual se encuentra rodeado de proteiras de
nuclepcapside de peso molecular de 7 000 (p7) y de 9 G (p9 (ver figura 3). Junto a esizs se
encuéntran copias de la proteina p31 (endonucleasa/integrasa) y p51/p66 (transcriptasa reversa
con dos subunidades: alfa y beta). Rodeando al RNA se encuentra una broteina de 24 000 (p24)
daltones que es la mas abundante del virus. Asimismo, rodeando al nicleo se encuentrz otra
capa de proteinas formada por la pl7 (proteina de la matriz viral), y por dltimo la envoltura
viral. En esta envoltura se encuentran la glicoproteinas de 41 (gp41) v la glicoproteina de 120

{gpl20) kilodaltones; la gp4l esta anclada a la doble capa lipidica de la envoltura viral v la

op 120 a suvez se encuentra anclada a la gp4l.




Figura 3: En esta figura se representa al VIH v la organizacidn de sus principales componentes. En el
ceniro de la figura se obsenan las dos copias de RNA viral rodzado por la p7 v la p%, y unido a estas
estan las proteinas po6/51 y p32, ¥ mas externamente la pl 1. Estos componentes estan protegidos por la
p24 (cono truncado) y perifericamente se encuentran la pl7, y finalmente la envoltura viral. La gp4l
forma parte de la envoltura viral v unido en forma externa se encuentra ia gp120.

El genoma del VIH es similar al de otros retrovirus. Contiene tres genes mayores: gag, pol y
env. Estos genes codifican para los compenentes funcionales y estructurales del VIH. Env
codifica para las glicoproteinas de la membrana ¢p+41 v ¢r 200 i~ nas que derivan de un
precursor de 160 kD, Gag codifica para las proteinas de ia nucieocdpside p24 {capside o core
antigen), pl7 (matnz) y la p?7 y p9, obtenidas por procesamiento de un precursor p55. Pol
codifica para enzimas p66/p51 (transcriptasa reversa), pl1 (proteasa) v la p32 (integrasa) { Klatt,

2000).

Asimismo, es 1mnportante mencionar a los genes accesorios incluyen a: fat, rev, nef, vif, vpr.y
vpu (para el VIH-1) é el vpx (para el VIH-2). La funcién de alguno de estos genes todavia es
desconocida. El gen rar produce proteinas reguladoras que aceleran fa transeripeidn del provius

del VIH. El gen rev codifica para proteinas reguladoras que pemnomen oo la produecion de otmas




proteinas y enzimas estructurales virales. El gen nef produce proteinas re guladoras que hacen que
la ¢élula 1nfectada sea mas apropiada para la produccién de una cantidad mayor de viriones A su
vez, los genes vif, vpry vpue codifican prote’nas que parecen jugar un papel en el incremento de
la infectividad y patogenicidad del VIH (Levy, 1993). A continuacién s2 representa a los genes

antes descritos y su ubicacidn con respscio a los genes mayores.
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Figura 4: Este esquema representa la organizacién de los genes mayores y de los accesorios del VIH. Se
observa la localizacién de los tres genes mayores {gag, pol y env), que codifican para los componentes
funcionales y estructurales del VIH, Asimismo, se presentan los genes accesorios incluyen a: tat, rev, nef,
vif, vpr, y vpu (para el VIH-1) & el vpx (parael VIH-2).

El proceso de infeccidn inicia con la unién del VIH a través de la gpi 20 con 1a molécula CD4
que es expresada en las células inmuncs cooperadoras. asi come [as perienecientes a las linzas
celulares monocito/macréfago. Demaria en 1996 v Kwong en 1998 proponen el probable
mecanismo en la interaccidn entre el virus y la ¢élula blanco. Primero, la gpl20 interacciona con
el receptor CD4. La gpl20 tiene una regién (asa V3) que interacciona con este receptor y esta
unién expone a la gp41 a los correceptores CXCR4 o CCRS. Esto es seguido de la fusin de la
envoliura viral con la membrana celular (Demaria v Bushkin, 1996, Kwong y cols., 1998).
Despues de esta unidn el ndcleo viral que tiene dos cadenas idénticas de RNA, asi como

proteinas v enzimas estructurales enira @ la odlulos T ainformacion eenet Lo contenidaen el RNA




viral es transcrita a dcido desoxirribonucleico (DNA) por la enzima viral transcriptasa reversa
DNA-polinerasa dependiente. Esta enzima hace por tanto una copia de DNA de una solz cadena.
Después de la destruccién de la cadena del RNA por la actividad de la RNAasa-H viral, la
polimerasa usa el DNA como plantilla y hace una copia complementaria de DNA, formando un
DNA de doble cadena, dando paso a la formacién del complejo pre-integracion. Este tomplejo

cntra al n.ceo celular se integra al genoma del huésped a través de una integrasa. L

jo¥]

transcripcion de estas secuencias da origen a una precursor largo que es cortado por proteasas
codificadzs por <l gen pol par la formacién de viriones. Esios viriones forman su miembrana
LXierna a 7T Ot la propla membrana celular, El siguiente paso es le Iberacion del io: TLLEV0S
viriones, completando el ciclo viral de 2 .6 dias.

1.7 PROBABLE PAPEL DEL VIRUS EN LA DAV

Las primeras hipétesis para explicar la demencia proponian que en realidad se tratabz de una
complicacién debida a las infecciones oportunistas sobre el SNC, o bien, la existencia de
tumores cerebrales (Johnson y cols., 1988). Sin embargo, hallazgos posteriores demos:raron la
presencia del virus en el parénquima cerebral, asi como titules elevados de anticuerpos anu-VIH
en myestras de liquido cefalorraguideo (LCR) de pacientes con SIDA - Buz, 1989).

[as ;:élulas infectadas por el VIH que se encuentran en el sistema nervioso central son los
macrofagos (los cuales son potencialmente la fuente de infeccién del SNC al migrar a través de
la barrera hematoencefélica), la microglia y las células gigantes muitinucleadas (Srinivasan
1988; Lipton, 1995). Al mismo tiempo, se demostrd que los astrocitos y los oligodendrocitos se
infectan en mienor porcentaje y que las neuronas muy raramenie s¢ infectan (menos del 1%)

(Power v cols., 1994).
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1.8 gp120 Y DANO NEURONAL

La caracterizacion bioquimica del LCR de pacientes seropositivos o con SIDA determind la
presencia de un factor soluble con peso molecular entre 100 v 140 kDa, lo cual era consistente
con la probable presencia de un componente con peso molecular en ese rango. Este factor
presentaba efectos newrotdxicos, 1o gue hizo pensar que gpl20 pudiera jujar un papel importante
en el dafio neuronal (Ruff y cols., 1990; Hill v cols.. 1993). Estos hallazgos apoyarcn los
estudios hechos por Oh y cols. en 1992, donde se pudo aislar gpl 20 del suero de 22 pacientes de
22 gncluidos en un protocolo de estudio. usando anticuerpos dirigides a las regiones 303-338 de
ia gplZ0. Por otra parte, cuando se analizaron muestras de pacienes en estados mas tempran?s
de la infeccidn, se encontrd también la presencia de la gpl20. Cuando se aplico gpl20 en
cultivos de hipocampo se encontro que se inducia muerte celular hasta un 40% cuando se
probaron diluciones de 1:1000 hasta 1:100 000 veces (Buzy v cols., 1992). Esto comprobaba la
sugerencia hecha por Brenneman y cols. (1988) quienes establecian que el dafio neuronal no era
resultado de la infeccion viral, sino que probablemente era debido a la interferencia de un factor
soluble derivado de la envoltura viral, que a! parecer era sim!ar a una substancia ncurotréfica
enddgena llamada péptido intestinal vascactivo (VIP). Este grupo demostré que una secuencia
de aminoacidos contenida en el VIP también estd presente en la gpl20 y esto explicaba que
ambos (VIP y gp120) compitieran por el mismo rcceptor: el CD4. Posteriormente estos autores
demostraron que el uso de anticuerpos contra el CD4 o bien la administracién de VIP en
prcse-ncia de gp120 prevenia la neurotoxicidad previamente demostrada cuando se administraba
solaimcnte gpl20.

[z exposicion de tejido cercbral a concentraciones buias de glicoproteinas de la envoliura del

VI provoea vn dafte mwortoldgice neeronal simlar a lo encontredo en pacientes con encefalitis
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asociada a este virus. Este dafio se relaciona ademas con el retardo de conductas motoras
complejas y ejecucion (Breaneman vy cols, 1988). Ademas, estos mismos autores demosiraron
gue las céluias hipocampales de rata mueren a muy bajas concentraciones de la gpl120 {con
rango de 0.01-1.0 pM). Mientras Ia gpl120 empieza a tener apoyo importante para ser propuesia
como factor con efectos neurotdxicos directos en las neuronas, la hipdtesis de la via indirzcta
también empieza a tener mucha relevancia, entre ellos, la presencia de productos toxices como
el éxido nitrico, especies reactivas de O, glutamato y factor de necrosis tumoral-a (TNF-tt). ya
que los niveles de estos componentes s enzuentran elevados en pacientes que han desarro..zdo
demencia (Gendelman, 1954; Lipton, 1553).

Diversos modelos trataron de explicar la participacidn de la gp120 tanto por via directa sobre las
neuronas, como por una via indirecta sobre la microglia. Esta segunda via, indirecta, seriz la
encargada de la produccion de citocinas v el consiguiente daiio neuronal.

Para esto, se propuso una hipétesis, donde la misma gpl20 participaria en la activacioz de
microglia con la consiguiente alteracién del metabolismo del glutamato y del K+ coz el

consiguiente dafio v pérdida neuronal (figura 5).
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Figura 5: En esta figura <o reconilz el probable mecanismeo por el cual se ¢ .Juce Ja neurstovicidad en e
sistema nenvioso central por el Vi y la gpl20. El macrdfago infectado libera citocinas que activarian a
los astrocitos los cuales van a modificar su metabolismo, con la consiguiente disminucion en la recaptura
de glutamato v aumento de corrientes salientes de K. La produccida de éxido nitrico seria un factor que
aumentaria la produccidn de radicales libres. Asimismo los macrofagos activados por la gpl20 (no
infectados) inducirian un aumento en la produccidn de citocinas. El aumento de glutamato y de {K'],
participaria en la despolarizacién y aumento de [Ca'"), seguida del dafio neurotdxico (Lipton, 1998;
Benos y cols., 1995a).

Para esto, experimentos bioquimicos y biofisicos dernostraron que la gpl20 actuaria por medio
de una tirosina cinasa en el astrocito, que influiria en el transporte activo de H” y Na® con la
consccuente alcalinizacion del medio inuacelular e inhibicidn de la recaptura del glutamate

dependiente del Na™ en fos astrocitos, Jo que se asocia al mismo tempo con sahda de glutamato




de estas células, Esto activaria a [os canales de K~ provocando un aumento de glutamato v K°
extracelular, activando fonsecuentemente a fecepiores NMDA v despolarizando a Jas Neuronas
aledafias con Ja consecuente entrada masiva de Ca™ y su efecto neurotéxico (Benos Y cols.,

1994; Lipton, 1998: ver figura 6).
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Figura 6: Mecanisme hipotétice indirects por el cual se £20pone que fa wpl20 induce of daio neuronal Ey
TCQuisito primario seriz i sctivacion de los astrociios, provocando un desequilibrio e el metabolivno dol K y de
Glinamatg. B ALMento en a concentraciop de Gluamato » K entrecelularn, & Fentan L enitabilidad nevron
con el cansecuenie aumento de Ca™ ing e slular a fraves de s reveprores NMOA (Lipton, 1998, Benos v opls
19953: Bonas v eols T493sh: Bubien Yool 1995




Por otra parte Meuccl y cols. (1998) indican que probablemente la gpl20 induzca la entrada de
Ca a través de la activacion del correceptor CCRS 0 CXCR4 en las neuronas, en tante que
Patarini y cols. (1998) proponen que el sitio para la glicina en el receptor NMDA sea el
responsable de la entrada masiva de Ca™". v la consecuente neurotoxicidad por niveles altos de
Ca.

1.9 PROBABLE PAPEL DE LOS RECEPTORES A LAS CITOCINAS EN
1.A PRODUCCION DE LA DAYV

Como va mencionamos, los receptores CD4, CCRS v CXCR4 estan involucrados ea fos
mecanismos de infeccidn viral (Demaria en 1996 v Kwong en 1998), y actualmente son
candidatos muy importantes para explicar la neuropatologia de la infeccion con €l VIH (Mzucci
v cols, 1998).

Algunos pacientes caucdsicos seropositivos que progresan muy lentamente, o son resistentes a la
mfeccion, presentan un receptor modificado (cer5-A32) el cual tiene una delecion de 32 parss de
bases y por tanto la molécula estd truncadz v 1o se expresa en ia superficie coiular. Ex-orimentos
subsecuentes demostraron que las células sanguineas de estos pacientes se pueden infectar por
cepas virales que utilizan para Ja infeccion el correceptor CXCR4 (Curran y cols., 1988; Coutlee
v cols., 1994). Estudios subsecuentes indicaron que los receptores a quimioctnas CCR3, CCRS y
. CXCR4 estdn presentes en subpoblaciones de neuronas en la corteza cerebral de humanos y
macacos, cspecificamente en ncuronas hipocampales v neuronas piramidales neocorticales. asi
como células gliales, en tanto que los receptores CCR5 y CXCR4 han sido caracterizados en

23170Citos en estas mismas muestras (Westmerelond v ocols L 1998 Vallat s ¢ols., 1998).

(29}
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Los receptores a quimiocinas responden a su ligando apropiado provocando un incremento ¢n ios
niveles de calcio intracelular, pero recientes experimentos han establecido que la gpl20 actiaen
los receptores a quimiocinas provocando un aumente intracelular de calcio (Meucei v cols,
1998). Esta respuesta se antagoniza cuando se utilizan anticuerpos contra el receptor.

El cultivo de neuronas de macaco presenta un fluje de calcio cuando se le administra la protzina
de la envoltura viral SIVmac239, sugiriendo que sea ¢ iravés de esta via el efecto neurotdxico.
Para ver este efecto, es necesario el acoplamiento con las proteinas Gi (L uster, 1998).
Brevemente, las citocinas son un grupo de proteinas ¢.2 intervienen en las respuestas inmune
de defensa como: activacidn inmun. infiwnacidn, cnoque sépico. angiogénesis, adhesi_én
celular, apoptosis e inhibicidn de la replicacién viral. Cada citocina puede tener varios efectos
biolégicos mediante su unién con receptores especificos. Estas activan sistemas intracelulares de
segundos mensajeros, que modifican la actividad de factores de transcnipeion. Estos factores de
transcripeidn reconocen secuencias especificas de los promotores de algunos genes entre los que
estan aquellos que codifican para otras citocinas.

Dentro de las citocinas tenemos a las quimiocinas, gue son una familia de péptidos de 702 90
aminoacidos divididos en dos grupos. G-gu..nlocinas o quimocinas CXC (tienen un amizoziido
entre el primero y segundo residuos de cisteina) y B-quimiocinas o quimocinas CC (tienen dos
residuos de cisteina adyacentes)(Hoffman y Doms, 1998). Los leucocitos responden a las
quimocinas a través de receptores acoplados a proteinas G (GPCRs).

La secuencia de aminodcidos de los receptores que unen ligandos funcionalmente relacionzdos
tiene una simititud del 20-80%. Inclusive sc ha aislado un receptor promiscuo, que fija t:ato
quimocinas CXC- como CC- y que al comparar su homologia con los receptores respectsos.
esta es de 25%. En latab'a 3 jflustramos fos correceptores que han 5120 identificados v se ilta
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afinidad con VIH y el VIS. Las evidencias mas consistentes son para los receptores CCR3,

CCRS v el CXCR4,

Correceptores para los virus de inmunodeficiencia humana v simiana
Correcepior Otros Ligandos Fusién viral Expresiénen la
nombres poblacion celular
CD4 (nativ as)
CXCR4 LESTR, SDF-1 VIH T-trofico Macrifagos,
FUSINA linfocitos T
CD4+
CCRS CKRS5 MIP1-o, MIP1B, VIS, VIH M- macréfagos,
RANTES tréfico células T CD4+
{memoria)
! CCRbB2 CKR2b MCP-1.MCP-2, Limitado a VIH Monocitos.
1 B MCP3. MCP-2 células T CD4~
' CCR3 CKR3 Ectaxina, MCO- HIV-1 Células T CD4+
4, RANTES (ayudadoras) |
CXCRI1 V28 Fractalkina Limitadoa VIH | Células T CD4+
CCRS8 ChemR1 [.309 VIS, VIH Monocitos activos
y T CD4+
US28 - RANTES, MIP-, | Limitado a VIH &7
MCP-1
GPR1 - L2 VIH v VIS Macrofagos
GPRI15 BOB &7 VIH y VIS Macrofagos y
células T CD4+
STRL33 Bonzo &2 VIH y VIS Linfocitos
periféricos 1
Chem R23 - 7 Limitadoa VIS | CélulasT (D<=~
; dendriucas
L APJ - 07 | VIHv VIS 2 ;

Tabla 4: Los receptores a guimocinas actian como cofactores de fusion para el VIS y el VIH vy son
enlistados con los ligandos conocidos, asi como el patron de expresion de las poblaciones celulares
CD4+. Es importante notar que el VIH utiliza a los receptores CCRS o CXCR4, mientras que el VIS
utiliza el CCRS5 para la entrada viral. Los demas correceptores enlistados han sido probados usando un
numero {imitado de cepas virales. Pero es necesario notar que la relevancia de estos correceptores no esta
todavia clara in vivo. (tomado de Hoffman y Doms, Chemokines and correceptors in HIV/SIV-host
interactions, AIDS 1998, 12 (suppl A) s17-526.)

izstos antecedentes son muy importantes de tomar en cuenta para la integracidén hisiopatolégica

de la demcncia ya que experimentos adicionales han indicado la asociacion simulténea entre la
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gp120 con el receptor CD4 y diferentes correcepiores. asi como la asociacion de la gpl20 con
receptores independientes sin necesidad de la interaccion con CD4.

2.1 JUSTIFICACION
Se ha estimado que un 20 a 30 % de pacientes adultos y hasta 50 % de pacientes pediatricos
portadores de! VIH desarrollan la DAV. La deficiencia cognoscitiva y el deterioro e 'os
movimientos. sensibilidad, memoria v la ejecucién de tareas visio-espaciaies son halizzzos
comunes en pacientes con demencia. Se ha documentado también que la memoria se dete=ora
wan solo por iz presencia de la gpl20 derivada del VIH en la adquisicion de una tare: 32
discriminacion espacial. Ademas, el liquido cefalorraquideo de pacienies con SiDA zue
presentan detericro cognoscitive, produce efectos similares a los observados con gpl120 in virrs.
El deterioro del suefio observado en los estados tempranos de la infeccidn se caracteriza por un
incremento del suefio de ondas lentas as{ como una distribucidn anormal del mismo ez la
segunda mitad del periodo de suefio en algunos pacientes. Asimismo, la disminucion del tiempo
total de sueiio acompafiado de una mayor fragimentaciéa, asi como disminucién de los estados de
alerta se ha observado en estados avanzados de la infeccidn. Hallazgos similares han s'do
reportados en un modelo felino de SIDA. infeciaco con la cepa Manland o PPR del virus ¢z 1a
inmunodeficiencia felina (VIF). En este modelo. la latencia al sueno MOR esta retardada, y
ademaés hay mas transiciones del suefio a la vigilia.
Debido a que las neuronas no se infectan directamente con el VIH, se piensa qlie la DAV puzde
ser el rcsullado de un factor derivado del virus o del propio huésped que actia a través de un
nmecanismo indirecto o bien, a través de un mecanismo directo,
La glicoproteina 120 derivada del VIH parcee jugar un papel importante en ¢! desarrollo ¢z la

DAV, Hay evidencias que indican que concentraciones nanomolares de fa ppi 20 demvade &1
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gpl20 con el receptor CD4 y diferentes correceptores. asi como la asociacion de la gpl20 con
receptores independientes sin necesidad de la interaccion con CD4.

2.1 JUSTIFICACION
Se ha estimado que un 20 a 30 % de pacientes adultos y hasta 50 % de pacientes pediatricos
portadores del VIH desarrollan la DAV. La deficiencia cognescitiva v el deterioro er los
movimientos., sensibilidad, memoria v la ejecucién de tareas visio-espaciaies son halizzzos
comunes en pacientes con demencia. Se ha documentado también que la memoria se deteriora
tan solo por iz presencia de la gpl20 derivada del VIH en la adguisicion de unz tare: de
discriminacion espacial. Ademds, el liquido cefalorraguideo de pacientss con SIDA zue
presentan detenoro cognoscitivo, produce efectos similares a los observados con gp120 in virro.
El deterioro del suefio observado en los estados tempranos de la infeccion se caracteriza por un
incremento del suefioc de ondas lentas asi como una distribucién anormal del mismo ez la
segunda mitad del periodo de suefio en algunos pacientes. Asimismo, la disminucién del tiempo
total de suefio acompafiado de una mayor fragimentacion, asi como disminucion de los estados de
alerta se ha observado en estados avanzados de la infeccion. Hallazgos similares »a- : Jo
reportados en un modelo felino de SIDA. intectado con la cepa Maryland o PPR del virus ¢z la
inmunodeficiencia felina (VIF). En este modelo. la latencia al suefio MOR esta retardade, y
ademds hay mas transiciones del suedo a la vigilia
Debido a que las neuronas no se infectan directamente con el VIH, se piensa que la DAV pusde
ser el resultado de un factor derivado del virus o del propio huésped que actia a través dz un
mecanismo inditecto o bien, a través de un mecanismo direcio.
I.a glicoproteina 120 derivada del VIH parece jugar un papel importante en el desarrotlo ée la
DAV, Hay evidencias que indican que concentraciones nanomolares de la ¢pi20 derivads 3
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VIH produce muerte neuronal in vivo, y concentraciones picomolares matan a neuronas iz vilro.
Con base a lo anterior nuestro protocolo fue disefiado para partir de un estudio conductual y ser
continuado con un estudio electrofisioldgico y bioquimico. Para esto, propusimos los siguientes

objetivos:

2.2 OBJETIVOS
Evaluar el efecto que ticne la gp120 derivada del VIH o del VIF sobre:

1. Lahabilidad de la rata para resolver el labeninto espacizal.

2. Elcontrol de la postura y el movimiento de la rata.

‘:.-J

La actividad locomotora espontinea.
4. Lageneracién de AMPc en ¢} bipocampo.
5. Lageneracion de LTP hipocampal.
6. Elciclo suefio-vigilia.
2.3 HIPOTESIS
-La gpl120 denvada del VIH vy del VIF, deteriora la adquisic:on de ia tarea espacial en ': -ata
adulta.
-La gpl120 del VIH o del VIF, producen un deterioro motor en la rata. Asimismo deterioran la
induccion de LTP y de AMPc en el hipocampo.
-La gpl120 derivada del VIH y del VIF, produce alteraciones del ciclo suefio/vigilia en la rata

adulta.



2.4 METODOS
2.4.1. ESTUDIOS PILOTO PARA DETERMINAR LA CURVA DOSIS-

RESPUESTA DE LA gpl20 SOBRE LA COXNDUCTA EN LA PRUEBA DE
PREVENCION PASIVA

Para determinar los efectos de la administracion intracerebroventricular de diferentes
dosis de la gp120 en la conducta, realizamos un estudio piloto usando el paradigma
conductual de prevencidn pasiva. Se uuliziron siete grupos de animales {10 sujetos por
grupo) que fueron implantados con una cénuia guia dirigida al ventriculo lateral (ver mas
adelante en el método). Se utilizo un grupo coatrol v seis grupos experimentales. Estos
ultimos fueron utiizados para recibir diferentes dosis de la gpi20 tanto la que deriva del -

VIF como del VIH de acuerdo al siguiente cuadro:

eTUDO 1 2 3 4 5 6 1
Treiamienio NaCl gpl20 gni20 epl20 12 £pl20 VIF epl20
{control) VIF 70 ng VIH7?0ng | VIF350ng | VIH 38ng 700 ng ViH 700 ng

La dosis mas baja (70 ng) fue usada con base a dos tipos de estudios: primero, los
estudios en cultivos de células disociadas de hipocampo (Brenneman y cols., 1988; Buzy
y cols 1988; Buzy y‘cols., 1992) donde se observa mortalidad a muy bajas
concentraciones de la gpl20 (con range > 0.01-1 0 pM). y segundo, los estudio-
electrofisioldgicos (Prospéro-Garcia y cols., 1994; Prospéro-Gareia y cols., 1999) donde
se observan alteraciones en la arquitectura se suefio asi como en los potenciales evocados
de tallo cerebral y potenciales visuales & concentraciones de 5 ng. Al realizar las
conversiones de la cantidad en gramos de la gpl20 a concentracion molar encontramos
que 70, 350 y 700 equivalen a 0.58, 2.91 y 5.8 pM respectivamente.

TRATAMIENTO

Antes de ser sometidos a ia prueba de prevencidn pasiva. los animales recibieron

diarizmeniz una inveecién intracercbroventricular de opl20 por cince dias consecutivos.




Para esto, se usé un microinyector introducido en la canula guia. el cual estd conectado 2
traves de un tubo de polietileno hacia una microjeringa de 10 ul. Para cada inyeccidn, se
uso un volumen de Syl de vehiculo con 14 ng, 70 ng o 140 ngul de gpl20, que al ser
administrado por cinco dias nos da una concentracién final de 70, 350 y 700 ng
respectivamente. El grupo control fue tratado con 5 ul de NaCl al .9%. La rasa de
administracion fue de 11 minuto, por tanto cada inyeccion se realizo en un periodo de
cinco minutos (aunque se utilizaron dos minutos adicionales mas para favorecer la
difusion v evitar retlujo).

PRUEBA DE PREVENCION PASIVA

Dos dias después de terminar el tratamiento, las ratas fueron entrenadas en fa prueba de
prevencidn pasiva (adquisicion) y evaluadas por cinco dias (retencion).

En forma breve, esta prueba consiste en una carnara dividida en dos compartimentos la
cual esta automatizada y controlada por una computadora (figura 8). El primero es ¢l de
seguridad el cual esta iluminado y tiene unas barras de aluminio en el piso. El segundo
estd aobscuro v tiene dos placas de metal dispuestas en forma diagonal, pero que en e!
centro forman un piso plano separado por S mm. Estas placas estdn conectadas a una
fuente de corriente que permite administrar un choque eléctrico en las patas del animal.

Ambos compartimentos estdn separados por una puerta en guillotina deslizable.



CAMARA DE PREVENCION PASIVA

COMPARTIMIENTO DE COMPARTIMIENTO DE
SEGURIDAD CASTIGO

FIGURA 8: Esta figura muestra la cdmara de prevencidn pasiva qué consta de dos
compartimientos separados por una puerta en guillotina. El primer compartimiento es el de
seguridad (iluminado) y el segundo es el de castigo (obscuro). Este Gitimo esta conectado a una
fuente de electricidad controlada por un estimulador y permite dar un choque eléctrico al animal
cuando este ingresa al compartimiento obscuro (ver texto).

La sesidn de adquisicion consiste en colocar a la rata en el compartimento A por 10
Ségundos. Seguido de esto, se abre avtomaticamente la compuerta permiticndo él animal
que explore y entre al scgundo compartimento. Se da un tiempo limite de 180 segundos
para que 1a rata pase a este compartimento, de otro modo la prueba se da por terminada.

Cuando la rata pasa al compartimente de castico con lis cuatro patas. la puerta se ciems



automaticamente y cuando esto ocurre, se administra un choque eléctrico en las patas (0.8
mA pc;r 10 segundos), pero a los cinco segundos la compuerta se abre nuevamente
permitiendo al animal escapar al compartimento de seguridad. El tiempo que tarda la rata
para escapar es registrado como la latencia de escape. Nuevamente Se cierra la puerta y se
permite al animal estar en el primer compartimento per 30 segundos antes de ser
regresado a su caja en el bioterio. 24 horas después de la sesidn de adquisicidn, se repite
la misma prueba, pero la diferencia es de que en esta ocasion, no se administra el chogque
eléctrico, pero se evalta el tiempo en que el animal tardz en pasar del compartimento
donde anteriormente recib:6 ef castigo (latencia d2 retenciin). En caso de que no pase en
el tiempo limite de 600 segundos se da por terminada la sesion de retencién, pero en el
caso de que la rata cruza al segundo compartimento, se cuantifica el tiempo y se da por
terminada la prueba. En este experimento, realizamos también mediciones a las 48, 72,
96 y 120 horas después de la sesion de adquisicion.

RESULTADOS:

"+ El primer analisis que realizamos fue el de la late=cia de adquisicién. Los resultados
i{idican que a la dosis donde se observa un detenioro signiticain o fue a 700 ng, mientras
que los grupos tratados con 70 ¥ 350 ng no fueron diferentes al grupo control. En la
siguiente figura mostramos el tiempo promedio que los sujetos utilizaron para pasar del

compartimento de seguridad al de castigo durante la scsi6n de adquisicidn.



LATENCIA DE ADQUISICION
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FIGURA 9: En esta figurz se muesita e} tiempo que tardaron los sujetos en paszt de

compartimiento de seguridad al compartimiento de castigo. El promedio = E.E. (error esténdar
es representado en la columna vertical mientras que en la horizontal tenemos a los grupos v su
respective tratamiento y dosis. Los grupos significativamente diferentes fueron aguelios tratados
con gpl20 derivada tanto del VIF como del VIH a dosis de 700 ng con respecto al grupo tratado
con salina y af grupo tratado con 70 ng de VIH-gp120 (*). Del mismo modo el grupo tratado con
70 ng de VIF-gpl120 solo fue diferente al grupo tratado con 700 ng de VIF-gpl20 (ver +) pero no
al con el grupo tratado con ViH-gpl20. Las significancias de acuerdo a la prueba F de Scheffe
son al 95% (ver tabla de anélisis de varianza).

Analisis de Vananza
Fuente grados de hbertad |Suma de cuadrados [Cuadrado promedio  |F-test:
Entre grupos 6 59804 094 9967.349 5.469
Dentro de los grupos | 63 114816.16 15224790 p=00001
Total | 69 174620.26 |
' Prueba F de Scheffe
salina VIF 70 VIH 70 VIF 350 { VIH 350 | VIF 700 | VIH 700
salina
VIF 70 0.002
VIH 70 | 0.005 0.015
VIF 350 10.132 0.098 0.189 ‘
VIH 350 | 0.153 0.117 0.214 0.001 ) _{
7VIF 700 ¥ 2374 * 2224 + 26 1.387 1.322
VIHT700 | *2216] 1878 | *2224] 1117  |1058 0015 |

Tabla 5: En csta tabla mostramos el analisis de varianza donde se indica tos grados de liberiad
entre grupos (gl=6, prucha F= 5.469) asi como dentro de los grupoes (gl=63, p -0.0001). La prueba
pos hoc de Scheffe indica que el grupo tratado con salina es diferente a los yrupos tratados con
700 ng de gpl20 de VI o de VIH, EI comportamiento del grupo tratado con opl20 de VIH (71
ng) e similar al del grupe ratedo con salina, va que differe significativaiiente con los grupos
tratados con 700 ng de gpi2). Pl giape tatedo con gpl20 de VIF (70 noy solo difiere con e
grupo trutado con gpl 20 de VIiL (700 ng)



El siguiente andlisis fue comparar el tiempo que ocupan las ratas para escapar d:!
compartimento de castigo al de seguridad cuando estan recibiendo el choque eléetrico.
En la siguiente grafica mostramos que todos los sujetos tuvieron una latencia similar para

escapar al compartimento de seguridad.

LATENCIA DE ESCAPE

promocto + E E. (seg)

ol

-

.

VIF  VIH
350 ng

VIF  VIH
700 ng

VIF  VIH
70 ng

FIGURA 10: En esta figura se muestra el tiempo que tardaron los sujetos en escapar del
compastimiento de castigo al compartimiento de seguridad durante la administracion del choque
eléctrico. El promedio + E.E. (error estandar) es representado en lz columna yertical mientras qu2
en la horizontal tenemos a los grupos y su respective tratamienio ¥ dosis. Los grupes no
mostraron diferencias significativas.

Analsis de Varianza
Fuente jgrados de Iibertad Sumaz de cuadrados Cuadrade prooedio F-teq
Enlre grupos & 36.812 6.135 0.464
Dentro de los grupos 63 833.049 132231p= 8324
Total 69 869 861 i

Tabla 6: Esta tabla muestra el anélisis de varianza para [a latencia de escape en la prueba de
prevencion pasiva. Como se puede observar, no existe diferencia sigmificativa entre los grupos
estudiados. Grados de libertad entre grupos (gl=6, prueba F= 0.464) asi como dentro de los
grupos (gl=63, p=0.8324).

Como podemos observar, no existen diferencias significativas en la latencia de escape
entre los grupos cstudiados, lo que indica gue la actividad motora inducida por el chogque

eléetnico no esta Jdeteriorada.



El tercer analisis fue comparar la retencion de la memoria 2 través del uso de la prueba de
Kruskal-Wallis y U Mann-Whitney para ver en que par de grupos existe esa diferencia.

La retencion de 1a memoria fue evaluada en cada grupo tomando en cuenta el tiempo en

que tardaron las ratas en cruzar del compartimiento de seguridad al de castigo. La

siguiente figura muestra los resultados de los grupos tratados con gp120 a dosis de 70 ng.

70 ng

~&—  Na(Cl

—&— VIF-gpi20
600 4 -~ VIH-gpl20

MEDIANA {SEGUNDOS)

100 4

1 2 3 4 5

FIGURA I1: En esta figura se muestra el tiempo que tardenn w03 <. .+ ¢n pasar del
cOmpartimiento de seguridad al compartimiento de castigo. La mediana dei teinipo en cada grupo
es representado en la columna vertical mientras que en la horizontal tenemos ¢! dia en que se
realizaron las mediciones depués de la sesion de adquisicidn. El analisis con la prueba de Kruskal
Wallis indica que el valor de p es mayor de 0.05 en todos 1os casos.

Prueba de Kruskall Wallis

PARAMETRO Valor

Grados de¢ Iibertad 2

Grupos 3

€505 30 —

H ool 1086 1157 ( 0877 0637
- p09¢49 | PO3809 1 POS335 | p084] __lpTan

H correpida 0015 128 1 368 0893 067
L |powx p=.5273 0506 | 06397 deamsy
Tabla 7: En esta tabla se indican los valores de p obtenidos al comparar la mediana de la
retencidn entre los tres grupos (NaCll FIV gpl20 vy VIH epl20) por dia. En nincuno de las

comparacitones el valor de p fue menor de 0.03.

—~

DIA



En la siguiente figura mostramos los resultados obtenidos de los grupos tratados con

gpl20 a dosis de 350 ng.

700 -

600 4

MEDIANA (BEGUNDOS)

100 4

500 4

4900 4

300 4

200 4

350 ng

%= Na(l
—&— VIF-gp120

2

3

FIGURA 12: Al igual que en la figura anterior, aqui mostramos el tiempo que tardaron los sujetos
en pasar del compartimiento de seguridad al compartimiento de castigo. El analisis con la prueba
de Kruskal Wallis indica que el valor de p es menor solo en el quinto dia (* p< de 0.05). La
prueba U de Mann-Whitney indica que los grupos tratados con ambas gp120 difiercn del gupo
control {ver significancias enla tabla 8).

Prueba de Kruskal Wallis

PARAMETRO valor
Grados de Iibertad 2
Grupos 3
] 30
H 2.348 1228 3.956 508 8343
p=0 3092 P=0 191 P=( 1383 =008 p=00154
H corregida 3.146 3513 £.068 5073 8.382
p=02074 p=0 1727 0131 p=0.0791 p=0 0151
Prueba U de Mann-Whitney (dia 5)
[ [ Salina 20120 VIF aplOVIH
| salina —
ppl20ViF £-2.192
| p:00284 L o . i ]
gp120 Vili Tz 2192
—— P 00065

Tabla 8: En esta tabla presentamos los resultados del analisis a través de la prueba de Kruskal
Wallis y la prueba U de Mann-Whiiney. En la primera comparacion, se indican los valores de p
obtenidos por cada diz (Kuskal Wallis), En ¢l unico diz en que las diferencias fueron
significativas fue el quinto, La prueba U de Mann-Whitney indica que ambos grupos tratados con
la gp120 son significativamenie diferentes 3l grupo conrol (ambos casos, p-(L05)



En la siguiente figura mostramos los resultados obtenidos de los grupos tratados con

gpl20 a dosis de 700 ng.

700 ng - NaCl
700 - — VIF-gplil0
N _g. VIH-gp120

600 4
Y %

500 +
5
T 400
&
£ 300
-f
2
E 200

1004

0 L L] I o 3
1 2 3 4 5 DIA

FIGURA 13: En esta figura se muestra un mayor deterioro en la retencion de la memoria en ios
grupos tratados con gpl20 con respecto al control a partir del tercer da. El andlisis con la prusse
- . de Kruskal Wallis indica que el valor d2 p es menor de 0.05 en los dias 3, 4 » 5. La prueba U &2
Mann Whitney indica (~ p< 0.05. grur> salina vs gpl20 VIH (dia 3); *p<0 035 grupo salina »s
epl20 VIH y gpl120 VIF (diady 5

Prueba de Kruskal Wallis

f PARAMETRO valor
| Grados de Tiberiad 3
Grupos 3
casos 30 30 M 30 30
H 1.79 4128 8379 8.973 7.438
P 4085 P=0.1269 | P=0.0152 p0.8113 00,0243
14 corregida 21 4409 8.446 8,981 7,461
p~ 0.34%2 p0 1103 p=0.0147 p=0.6112 p=0.024
Prucba UJ de Mann-Whitney (dia3) = . . .
- salina o _begpl2oviF_ | epl20VIH ]
salina B “ - ‘e
epl20VIF Z-1928
SO A L U S H S,
| epl20VIH 7-2.72]
e D B .- - — .




Prueba UJ de Mann-Whitney (dia 4)

F salina “2p120 VIF g 20VIH
sal na
enl2OVIF Z-2.797
p=0.0052
epl2 VIH Z-2.268
p=0.0233
Prueba U de Mann-Whitney (dia 5)
Salina gol20 VIF gpl20VIH
saling
eplluniF Z-2.495
p= 0122
PSR Z-1154
L p=9.0312

Tabtia 9. En esta tabla presentamos los resultados del andlisis a través de la prueba de Kruskal
Wallis y la prueba U de Mann-Whitney. En la primera comparacion, se indican los valores de p
obtenidos por cada dia (Kuskal Wallis). En los dias 3, 4 y 5, las diferencias fueron significativas.
En el dia 3 ¢ grupo control solo difiere con el grupo tratado con gpl20 de VIH. En tanto que los
dizs 4 y 5 el grupo control difiere con ambos grupos tratados con gpi20.

De ecucrdy 2 tos resultados, la gpl20 interfiere de mancra dosis dependiente con la
adquisicidn de la tarea de prevencidén pasiva, y la dosis de gpl20 que muestra un
detenioro significativo es de 700 ng. Esto nos podria levar a pensar que la actividad
motora pueda estar deteriorada y estar involucrada en la adquisicién de esta tarea. De
acuerdo al analisis de la latencia de escape, no existieron diferencias significativas
cuando las ratas pasaron del compartimiento de castigo al compartimiento de segundad
durante la administracion del choque. Debido a que esta conducta de escape involucra la
activacion motora, y esta no fue diferente, probablemente el aparente déficit motor
observado en la adquisicidn no interfiera con la capacidad del animal para aprender esta
tarea. Los resultados indican que la retencion de la memoria se ve deteriorada en los
grupos que recibieron 350 ng (dia 5) y 700 ng (dia 3, 4 y 5). Estos resultados nuevamente
indican un efecto dosis-respuesta de la gpl20 en la retencion de la tarea. Debido a que‘el
efecto es mas consistente en el grupo tratado con 700 ng, decidimos utilizar esta dosis

para el resto de los estudios mencionados en csta tesis.



2.4.2 METODO GENERAL EN LOS GRUPQOS EXPERIMENTALES

En total utilizamos ciento dos ratas macho de la cepa Wistar de 230 a 300 gr. para este
estudio. Velntiséis ratas fueron implantadas bajo anestesia general con halotano (3-4%)
con electrodos para el registro convencional de suefio. El conjunto de electrodos consistié
en uno dirigido al hueso frontal para referencia tierra, v uno sobre cada hueso parietal
para el registro del electroencefalograma (EEG). Dos electrodos fueron dirigidos a la
masa muscular del cuello de la rata para el registro de la actividad muscular. Al mismo
tiempo, una canula guia (gauge 23 x 1 mm de largo) dirizida al ventmiculo lateral (P:-0.8
mm, L:1.6mm, V:3.4mm) fue implentada de acuerde 2 las coordenadas en el atlas
estereotdxico para rata de Paxinos y Watson (1986).

Por otra parte, setenta y seis ratas fueron implantadas solo con una cdnula guia dirigida al
ventriculo lateral para los protocolos de actividad locomotora y de equilibrio (prueba de
Drucker), electrofisiologia del hipocampo (L TP) y determinacién de AMPc. Despues de
la cirugia todos los animales recibieron antibiético y analgésico (penicilina benzatinica
200,000 IU/kg y dipirona 30 mg/kg) y fueron mantenidas individualmente en sus cajas
por siete dias antes del comienzo de 1os ratamientos o pruebas de conducia. El ciclo Juz-
obscuridad fue controlado (12:12, luz prendida a las 9:00 a.m.) y las ratas recibieron agua
y alimento ad libitum durante todo el experimento.

2.4.3. TRATAMIENTO CON VIl{-gp120 O VIF-gpi20

Para cada experimento conductual y clectrofisiolégico se formaror; cuatro grupos de ratas
cada uno. Dos de ellos fueron tratados ya sea con gp120 del VIH o gp120 del VIF con el
siguicnte esquema: 140 ng de gp120 en un volumen de Spl. mismo que fue administrado

durante 5 minutos por via intracerchroventricular (ICV), Este procedimiento sc repitid



cada 24 h por cinco dias, por tanto, la dosis total final fue de 700 ng. Los otros dos
grupos que se utilizaron como grupos controles y fueron tratados con solucién salica
(NaCl 0.9%) o con gpl120 hervida derivada del VIH. La razdn de este grupo tratado con
ep120-VIH hervida fue de utilizarlo como un control adicional, ya que experimentos
previos (Prospéro-Garcia vy cols., 1994; Prospéro-Gareia v cols., 1999) indican gLz2
cuando la gpl20-VIH se hierve por 30 minutos pierde sus propiedades neurotdxicas.

La gpl20 del VIH proviene de la cepa SF2 del VIH, donado por la Dra. Nancy
Haigwood. Su pureza es mayor del 95% después de un anélisis de electroforesis,

La gplZ0 del VIF fue obtenida en el laboratorio del Dr. John H. Elder, usanc:
cromatografia de lentil lectina a partir del sobrenadante de la suspension TN-3-T%
obtenida de un cultivo de células de insecto que estaban expresando la secuencia gus
codifica la gpl20 del VIF introducida a través dc un baculovirus (Baculogold.
Pharmingen) a través de la recombinacién del vector BluBac I1 (Invitrogen) entre los
sitios de clonacién Nhel y BamH1. La pureza (70%) fue ensayada usando el analisis

SDS-PAGE, vy Ias proteinas se determinaron por el ensayo de Lowry.

2.4.4 LABERINTO CIRCULAR DE BARNES

El laberinto circular de Bames (figura 14) disefiado para diferenciar entre una tarez
contextual y espacial (Barnes, 1979; Bames y cols., 1989; Bach y cols, 1995; MclLav
1999) es un disco hecho de madera de 1.50 m de diametro y 3.5 cm de grueso, elevade 2
una altura de 90 cm del suelo. Este disco ticne cuarenta hoyos de 7 ¢m de diametro.
localizados periféricamente a 5 em del borde. Asimismo una caja de madera de coles

negro de 10 cm de ancho, 10 cm Jde alwra v 30 am de Jargo. fue vasda como lugar oo



escape vy colocada en uno de los cuarenta hovos efegido en forma aleatonia. Este
lfaberinto esta colocado en el centro de un cuarto de 3 por 3 metros provisto de una
camara de filmacion, una videocasetera v una television que almismo tiempo sirven como
puntos de referencia para que el animal aprenda a localizar el tunel de escape. Sobre €l
laberinto de Barnes existe una bocina v lamparas de luz bianca Asimismo unz unidad
¢lectronica para producir ruido de 90 decibeles esta conectada a la bocina. Ambos
estimulos. la Juz y el ruido, fueron usados como estimules aversivos.

DISENO DEL LABERINTO ESPACIAL DE BARNES

Figura 14: En esta figura se representa el

laberinto circular de Barnes (ver texto anterior). Es un
disco con 40 agujeros y uno de ellos tiene por debajo un tunel de escape. que permite al animal
escapar de los estimulos aversives (luz intensa y ruido). Este lzberinto s¢ encuenira en el centro
de un cuarto que el mismo tiempo tiene varias sefiales qu< »'~en al aromal como puntos Je
referencia ¥ loclizar el tunet de escape.

Los parametros medidos se muestran en la siguiente esquema:

Tiempo | No. Exploracion | ESTRATEGIA
Rata | (seg) | Errores { Perseverancia | Aleatona !Seriai Espacial | Distancia

El tiempo es la cantidad en segundos que la rata ocupa para _Ilcgar desde el centro del
laberinto al tinel de escape. Ei No. de crrores son los agujeros diferenies al de escape. La
perseverancia es el nimero de veces que la rata explora un mismo agujero. La forma en
gue la rata encuentra el tinel de escape se define como ejecucion alezioria o estratépica.

Cuando es aleatoria, el animal explora en forma mdisee los diferenies agujores <n



seguir un patrén definido o estrategia. El nimero de cruces al centro del laberinto es al*3
y por lo regular se observa esta conducta en las primeras sesiones de adquisicion. Lz
estrategia serial consiste en llegar a un agujero y a partir de éste. ir explorando uno por
uno hasta encontrar el agujero de escape; esta estrategla permite disminuir el tiempo para
escapar. Cuando el animal esta en es:2 nivel ¢! nimero de cruces en el centro disminuye ¥
por lo regular esta conducta se presenia en las sesiones intermedias. La estrategia espacial
¢s una forma mucho mas ripida y directa para encontrar el tiinel de escape. En estz
estrategia, la rata utiliza las sefiales <xternas para loczhizar el tine! de escape, por tantc,
se considera que una rata utiliza esz estrategia cuanlo llega directamente al tunel o 2
cualquiera de los tres agujeros adyacentes a! tinel de escape. Se ha establecido que esiz
estrategia esta relacionada a [a funcidén hipocampal y por lo tanto evalia vIa memor.a
espacial (Barnes, 1979; Barnes y cols., 1989; Bach v cols, 1995; McLay 1999) y por lo
regular se presenta en las ultimas sesiones de entrenamiento. La distancia es el agujero
mas distante explorado por la rata antes de llegar al tlinel de escape. Se mide por el
nimero de agujeros que separan al agujero mas distante explorado durante el ensayo y e

qinel de escape (Barnes, 1979).




ALEATORIO

SERIAL - ESPACIAL

Figura 15: Como se describié en el texto, existen tres formas en que el apumal encuenira
el tinel de escape. En A se ejemplifica el patrén aleatorio, en B la estrategia serial vy en C
la estrategia espacial. En estadios tempranos s¢ usa la forma aleatoria para encontrar el
tunel de escape, y a medida de que el sujeto avanza en el nimero de sesiones, cambia a
una estrategia mas eficiente que es la senal v por ultimo la espacial (Bames, 1979).

El procedimiento consiste primero en poner a la rata en la caja negra colecada en el
agujero de escape elegido aleatoriamente por un minuto en ausencia del ruido aversivo.
pero con la luz encendida. Se le permite a la reta explorar libremente por espacio de 1
minuto. Posterior a esto, la rata es regresada a su caja e inmediatamente después (un
minuto) es colocada dentro de un cilindro de metal de 18 cm de didmetro y 35 cm de alto
en el centro del disco. Seguido a esto, ¢l ruido es encendido y después de 10 segundos. se
remucve ¢l cilindro, permitiendo a la rata explorar e} laberinto. Se cucnta 240 s como
tiempo limite maximo para permitir a la rata explorar y encontrar el tinel de escape, en

caso contrario, la rata es retirada v se repite nucvamente la habituacion. Sila rata alearzz

cl tinel en un pertodo menor 2 240 s s [e retirz a su jaula sy secvantifica el termpoy e




espera un periodo de 20 minutos para el siguiente ensave. El numero de ensayos para
cada rata es de 4 al dia por cinco dias, acumulando un total de 20U al final de la prustz.
Para este estudio, se utilizaron veintiséis ratas que fueron difvididas de la siguiente
manera: VIF-gp120 (0=7), VIH-gp120 (n=7), NaCl (n=6) y VIH-gp120 hervida (n=6).
2.4.5. POTENCIACION DE LARGO PLAZO

Veintitin ratas fueron asignadas aleatoriamente en cada uno de los cuatro grupos. Unoe dz
los grupos recibid la gpl20 derivada del VIH, el segundo la gpl20 del VIF y el tercer
grupo recibid el NaCl y el cuarto recibidé gpl20 del VIH henvida. La dosis J=
adminisiaoion fue la misma previamente explicada.

Preparacién in vive : Dos dias después de haber terminado e! tratamiento as ratas fueron
preparadas para el estudio in vivo del hipocampo (figura 16). Para esto, las ratas fueron
anestesiadas con halotano (3.0-4.0%), y traqueotomnizadas para ventilacién pulmonar
asistida. Al mismo tiempo fueron colocadas en el aparato estereotixico para el
experimento. La temperatura fue monitoreada por un sensor rectal y mantenida pe:
retroalimentacion negativa a 37.0 + 0.1 °C por un termorregulader electrénico. Una vez
que la rata fue colocada en el estercotéxico, el craneo fue expuesio a través de unz
incisién media sobre la piel, previamente esterilizado con benzal. Se realizaron dos
perforaciones con la ayuda de una fresa dental. La duramadre fue cuidadosamente
disecada para facilitar la colocacion del electrodo de estimulacion y de la micropipeta de
rcgistfo. Las coordenadas para colocar ¢l electrodo de estimulacion fueron las usadas
para la corteza cntorhinal (bregma: -8.1 mm, L: 4.2 mm y V: 3.0 mm). L.a micropipeta de
rcpistro fue dirigida a la region hiliar del giro dentado (bregma: -4.0 mm. [ 2.5 mmy V:

2.6-3.6 mm). La anestesia con halotane fue ajustada a 70 % Jdespads de la cirugia »




mantenida a este nivel durante todo e! experimento. Los potenciales de campo evocados
fueron registrados con la micropipeta antes descrita. ilena con azul de pontamina
Estimulacion y registro: Pulsos cuadrados de corriente constante (0.4 mA; 0.15 ms de
duracion; frecuencia promedio a 0.1 Hz) fueron generados por un generador de corriente
Grass PSIU6 controlado por un generador de pulsos AMPI MASTER 8. Los potenciales
de campo fueron generados en el giro dentado por estimulacién de Ia via perforante a
través de un electrodo bipolar. El registro de las espigas poblacionales (EP) fue el
indicador para la correcta posicidn de la pipeta de regisiro denuoe de a capa granular cel
giro dentado. Los potenciales evocados fueron coleciados y procesados posteriormente
con el uso del programa de software LabVIEW en una computadora Macintosh.

Funcion entrada/salida (corriente/voliaje).La respuesta poblacional del hippcampo fue
inducida por la aplicacion de corriente a diferentes intensidades a partir de 0.2 a 0.8 mA.
con frecuencia de 0.03 Hz. Se determiné la minima intensidad (umbral) a la cual se
obtiene una minima amplitud de la espiga poblacional (5 mV), la méaxima intensidad a la
que obtiene la méxima respuesta poblacional v por ultimo, se calcula entre estas dos la
intensidad requerida a la cual se obtiene una amplitud media. De esto. se deriva la curva
corriente/voltaje.

Protocolo de pulsos pareados (inhibicién/potenciacion/inhibicién):La respuesta del giro
dentado ante la aplicacién de dos estimulos contiguos separados por un intervalo
interpulso de tiempo de 20 a 10000 mitisegundos fue estudiada para ver los can-ibios de
excltabilidad inhibicidn/potenciacién/inhibicion.

Potenciacion de largo plazo (LTP): Para inducir la LTP en la rata anestesiada. se dicron

diez trenes de estimulacidn (eada uno consisticndo de cince pulsos a 400 Hez) La




intensidad de estimulacién fue ajustada para dar del 50 % de la amplitud maxima de ia
espiga poblacional. Los resultados fueron comparados entre los cuatro grupos. En la

siguiente figura vemos el disefio para el estudio de la excitabilidad del hipocampo.

INDUCCION DE LA LTP EN EL HIPOCAMPO

ELECTRODO DE

ESTIMULACION - :_
CORTEZA AMPLIFICADOR

ENTORHINAL

PIPETA DE
REGISTRO
GIRO DENTADC

= IS LT W LI i, LT I, ehernt oo

Figura 16 Esta figura representa el equipo uthzzde para el estudio clecirelinicldzico del hipocampo Fste tonsta de un
cquipe de aphitication de sefiafes electricas que provenion def hiposampo ¢ va animal wiestesiad~ oo wado en el

esterevianico L el extremo supenor izquierde w0 muestran [as pretes du rer ~ta sy e estmlacios oo tadas en el

rire dentado v coitesa entorhinad respectivamene



Los datos fueron obtenidos de los cdlculos de fa amplitud de las EP evocadas. y fuego
expresadas como promedio * error estdndar de la amplitud expresada en voltios. Esios
resuitados fueron comparados pre- y post-1étanos.

Los tiempos evaluados fueron durante cinco minutos antes de la induccidn (registro
basal), asi como 1, 5, 10, 15, 30 v 60 minutos después de la induccién {etanica.

2.4.6 ENSAYO BIOQUIMICO PARA LA DETECCION DE AMPc EN
HiPOCAMPO

Se utilizaron veiniitn ratas en este estudio. Estas ratas que fueron implantadas con vna
canula en ¢l ventriculo lateral y fueron asignadas aleatoriamente a un grupo para recibir
una inyeccidén ICV de: NaCl (2=9), gp120-VIH hervida (=6}, 6 gp120-VIH (n=6), de
acuerdo a la tasa y dosis de administracidén previamente explicada. Al final de este
tratamiento, las ratas fueron sacrificadas y el hipocampo fue disecado. Ambos
hipocampos de tres ratas del grupo que recibié NaCl fueron incubados con forscolina
(Fk) a concentracion 10 mM, y los hipocampos de las otras tres ratas fueron incubadas
con el vehiculo para forscolina (ethanol (ETOH}) al 10%) v los hipocampos de las tres
restantes no rectbid ningin tratamiento.

Los hipocampos de las ratas tratadas con gpl20-VIH (n=6) o gpl20-HIV hervida (n=6)
fueron tratados con forscolina (n=3) o bien, no recibieron ningin tratamiento (n=3), en
cada grupo. Después de 30 minutos de incubacion, los tejides fueron congelad0§ y
almacenados a -20 °C. Posteriormen‘te, los tejidos fueron homogeneizados con acido
tricloroacético al 6 % (w/v) y centrifugados a 2000 RPM/15 min a 4 °C. La fase soluble
fue recolectada vy lavada cinco veces con una solucion con dietilether. El volumen final

fue hofilizado a -00°C y es separado en diferentes viales para su uso posterior. By AN Pe




fue medido usando una técnica de inmunohistoquimica para ANP¢ (Amersham. RPN
225) de acuerdo a las indicaciones de esta compania. A las muesimus se les adiciona 160
il de IgG anti-AMPc. Después de dos horas de incubacién a 4°C. los viales son lavados
y la IgG unida es medida a través de la incubacién por una hora con una peroxidasé anti-
IgG conjugada con un ant.cuerpo secundario (50 pl en cadz vial). La actividad
enzimatica fue medida después de la incubacion con 30 pl de 3,3°.3.5°,
tetrametilbenzidina (TMB) a temperatura ambiente. La reaccion es cuantificada en un
lector de Elisa a 450 nm. La concentracidn del AMPce fue calculaiz comoe inverso 22l ¢
B/Bo = muestra-PNE/Bo-PNE*100 y expresada en fentomoies.

2.4.7 ESTUDIO DEL CICLO SUENO-VIGILIA

Las mismas veintiséis ratas que fueron evaluadas en el laberinto de Bamnes fueron
utilizadas para ¢l estudio del ciclo suefio-vigilia (figura 17). Estos amimales fueron
habituados en las condiciones de registro por 24 h, y posteriormente, registradas
continuamente por otras 24 h. Para esto se utilizéd un poligrafo (amplificador Grass AC)
para el registro del clectroencefalograma (EEG). La actividad fue filtrada a 1-100 Hz v
los trazos del EEG y de la actividad muscular impresos en el pape! (velocidad Smm = |
seg) fueron evaluados visualmente para determinar los diferentes estados del ciclo suedo-
vigilia. Se determinaron los siguientes estados: vigilia (V), sueio de ondas lentas 1
(SOL1), suciio de ondas lentas 2 (SOL2) y suefio de movimientos oculares rapidos
{(MOR). El tiemp;J total en cada estado, asi como su {recuencia. fue determinada en

periodos de cuatro horas.




REGISTRO DE SUENO-VIGILIA (24 HORAS)
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Fipura 17: Ln este figura se representa el equipo para e} registro de sucfio. Como podemos observar, el
animal es pucsto en su propia caja v o3 conectado al siste 1 do aplificac.dn. Este equipo esia ¢n un cuasto
alslado con ciclo de luz-oscuridad de 12,12, donde las f.cos se prenden a las 9 00 de la meiana.. Los
registros somn recolectados en pape! purd posionomiente sor b S L semenie.



248 ACTIVIDAD LOCOMOTORA ESPONTANEA

Un dia después del estudio de suefio, [a actividad locomotora espontanea de estos
animales fue evaluada cumulativamente en 10 minutos. Para esto, se utilizé una caja de
acrilico obscura de 50 x 50 x 21 cm, provista de 32 fotosensores dentro de ella. Los
movimientos son monitoreados cada vez que la rata incide sobre los rayos infrarrojos que
cada fotosensor proyecta. Esto es lievado a un transductor que digitaliza la sefjal y la
€xpresa en cuentas por minuto.

2.4.9 PRUEBA ACTIVIDAD LOCOMOTORA INDUCIDA Y DE EQUILIBRIO
(TAREA DE BRUCKER)

Para este experimento se utilizaron 34 ratas. Esta es una tarea locomotora mds compleja.
ya que involucra el equilibrio (figura 18} y la motivacidn de la rata para llegar a su propia
caja (Drucker-Colin, 1991). El aparato consiste de cinco vigas individuales de 2 m de
largo y de diferentes grosores que son 24,12, 6,3 v 1 mm, sostenida por dos pedestales
permitiendo una inclinacién de 15 °. Cada viga es utilizada individualmente y en forma
alterna. En el lado mas elevado se coloca la caja de la rata. en tanto que el lado mas bajo
e_éta suspendido en el vacio. Esta disposicion es lo suficientemente estimulante para que
la rata busque su caja. Todas las ratas fueron entrenadas para caminar sobre las cinco
diferentes vigas, de la mas angosta hasta la més ancha una vez al dia por cinco dias. La
rata es colocada en el lado mas bajo y el tiempo en que esta tarda para ilegar a su caja es
tomado. Una vez que la rata ha -alcanmdo el criterio de llegar a su caja en un tiempo
menor a 60 segundos en la viga mas angosta {3 mm), se inicia el tratamiento ICV durante
ios siguicntes cinco dias. Al igual que los tratamicnto anteniores, la inveccidn ICV se

realiza una verz al dia. pero la ¢y aluacion de esta prucha se hace 24 horas despuds.



PRUEEA LOCOMOTORA DE DRUCKER
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Figura 18: Esta figura muestra la forma en que cada viga es colocada entre dos soportes formando
un dngulo de 15 grados. En el extremo superior se coloca la caja de la rata y en el extremo
inferior se determina el punto de inicio. La rata es colocada en el extremo inferior y se cuenta el
tiempo en que llega a su caja.

2.4.10 ANALISIS ESTADISTICO

Para ¢l analisis del ticmpo en la prueba espacial de Barnes se utilizd la estadistica no
paramétrica de Kruskal-Wallis y en los casos donde hubo diferencias, se utilizé la prueba
pos hoe de Dunn. Para el andlisis de la distancia se utilizd la ANOV Ay finalinente pare

el endlisis def porcentgje de ratas quo usaron determinada estrirega se utilizd fa 1t




En el estudio de LTP, los resultados fueron comparados antes v después de la induccion
de la potenciacidn usando el analisis de varianza en cada punto. Parz el andlisis suefio, el
tiempo total fue expresado cumulativamente en periodos de cuatro horas utilizandose el
andlisis de varianza. La misma estadistica fue usada para el anilisis de la actividad
“locomotora espontédnea y la evaluacion en la prueba de Drucker, asi como para el analisis
de la concentracion de AMPc. Las significancias estadisticas fueros Jeterminadas usando
la prueba post-hoc de Sheffé.

2.4.11 HISTOLOGIAS

Después de terminar los experimentos las ratas fueron anestesiadas y perfundidas con
PBS v PBS-paraformaldehido, y el cerebro fue removido v almzoenado primero en una
solucién con sucrosa-PBS a 16% durante 24 horas v fuego a owa solucién con sucrosa- ;
PBS a 30% durante otras 24 horas para ser cortados en un microtomo en secciones de 50
micras y tefiidas con violeta de cresilo para confirmar la localizacién de la canula, asi

como de los electrodos de estimulacién v registro.




3 RESULTADOS
3.1 LA gpl120 DERIVADA DEL VIH Y DEL VIF CAUSA UN DETERIORO EXN LA
ADQUISICION DE LA MEMGRIA ESPACIAL

Los resultados indican que las ratas tratadas con la gp120 derivada de ambos virus (VIH o VIF)
ocupan mas tiempo para aprender a localizar el tunel de escape en el laberinto de Barnes (ver
figura 19). Como podemos chservar. ambos gru;;os trata? < cona’p2na de las gpl20 tieren un
tmportante deterioro en la gjecucion de la tarea durante las eiapas wmpranas de aprendizaje que
incluyen las primeras 15 sesiones (VIH-gp120) y 9 sestones (VIF-gpi20). El analisis de Kruskall
Wallis indica diferencias significativas entre fos crunos, v Lo 200 o o de Dunn indica: *p<
0.05, VIH- ¥ VIF-gp120 vs NaCl y VIH-gp120 hervida. x p< .03 ViH-2p120 vs NaCl. VH{-
gp120 hervida y VIF-gpl120; la misma diferencia se aplica para VIF-gp120 vs NaCl; + p< 0.03,

VIH-gp120 vs NaCl, VIH-gp120 herviday VIF-gp120; § p< 0.03, VIH-gp120 vs NaClL

TIEMPO REQUERIDO PARA ENCONTRAR EL TUNEL DE ESCAPE
300 1 ——— Na(l

. .. . - - - VIH-gp120 HERVIDA

——li FIV-gp120

——g%-— VIH-gp120

MEDIANA (SEG)

T 2 3 4 S5 & 7 8 9 10 11 12 13 14 15 -1 17 118 19 20

SESIONES
FIGURA 19- Fn esta figura se muestra Ta mediana del nempo gue {ln’ S0 e sujetos en encedtrar ¢l
tunel de escape en cada sesion. En la columna verucal, se muasirg 13 2l 2ne del boapo en sevundos.
mientras que en la horizontal tenemos ¢ numiero Jdeb ersave Fyoaoa’ -0 readizaron 28 emsanos las

6



diferencias son basadas en el analisis con la prueba de Kruskal Wallis seguida de la prueba de
comparaciones miltiples de Dunp (ver tabla 10Y ¥ son *p< 0.05. VIH- v VIF-gpl20 vs NaCl y VIH-
gp!20 hervida; x p< 0.05, VIH-gp120 vs NaCl. V1H-gp120 hervida y VIF-gp120; la misma diferencia se
aplica para VIF-gpl20 vs NaCl; + p< 0.03, VIH-gp120 vs NaCl, VIH-gpi20 hervida y VIF-gpi20; § p<
0.05, VIH-gp120 vs NaCl.

a) Prueba de Kruskal Wallis

Tabla 10: En esta tabla presentamos los resultados del andlisis a través de la prueba de Kruskal Wallis v la
prueba pes hoc de Dunn. En 2), se indica el valor de grados de libertad (3). nimero de grupos asi como
namero de casos (26). Debajo de este recuadro se indica el ndmero de ensaxo del 1 al 10, seguido del
valor de H y el valor de p. En el recuadro by, 1lusiramos los ensayos 11 al 20. Como se podré observar, el
valor de p fue menor a 0.05 a partir det dia 3 hasta el dia 15. Por lo que Ja prueba de Dunn indica *p<
0.05, VIH- ¥ VIF-gp!120 vs NaCl y VIH-gpi20 hervida; x p< 0.05, VIH-gp120 vs NaCl, VIH-gpi20
hervida y VIF-gp120; la misma diferencia se aplica para VIF-gpl20 vs NaCl; + p< 0.05, VIH-gp120 vs
NaCl, VIH-gp120 hervida y VIF-gpl20; $ p< 0.05, VIH-gp120 vs NaCl..

En la figura 20 (A,B y C) mostramos que ambas glicoproteinas tienen un efecto en la capacidad

de las ratas en desarrollar una estrategia que le permiita encontrar el tunel de escape mas répido.

°de libertad {3

#de arupos | 4

# de casos 26

Ensavo 1 2 13 s P é 7 3 g 10

H 5.79 6.301 12325 115897 17993 18.21 18.65 i4.316 | 15.92 15535
P 223 1 0896 0064 [ 0012 {0004 0004 L0003 10025 | .0012 {0014
Ensayo i 12 13 fa — Tis e 17 18 19 20

H 1557 11804 13597 182 138Y 721 5.19 3.97 5.76 7.12

p oole Tooni G- T 303 onsa 1 ss3 | 2638 (1239 16673
b} Prueba de Dunn (ersanos - 2 10

Ensavo 1 i2 i3 I {3 | 6 7 8 9 i1g
| NaCl i ( T + * J
ViH-2pi20 hervida Ji [ * P * : * |

VIF-gp120 H i ! : * *

VIH-gp120 | 1 | x X X -
Continuacién Prueba de Dunn (ensayos 11 a 20)

Ensayo 1} 12 i3 14 15 16 17 18 19 20
NaCl

VIH-gp!20 hervida

VIF-gp120

ViH-gpl20 + + + + %
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FIGURA 20: En esta figura se muestra el % de ratas que utilizaron la diferentes estrategias para legar al
tunel de escape. En la figura A, B y C se representan fa bisqueda aleatoria, la estrategia serial y la
espacial respectivamente. Las estrategias fueron representadas por bloques de cuatro ensayos (§
blogues=20 ensavos). En A mostramos que las ratas zatadas con la VIF- v ViH-gp120 usaron en un alto
porceniaje la bisqueda aleatoria en todos los ensayos. Aungue los controles tratados con NaCl o VIH-
gp 120 hervida usaron también esta estrategia en fos primeros bloques, la diferencia fue que estos mismos
grupos cambiaron a una estrategia mas eficienis {serial o espacial}. De acuerdo a Bach y cols, (1995), en
1odos 1os casos, * p < 0.05, VIH- y VIF-gp120 vs NaCl y VIH-gpl20 hervida. En B, se podra observar
que las ratas tratadas con fa VIH- v VIF-gpi20 fueron incapaces de desarrollar una estrategia serial como
fo hizieron los grupos controles (* p < 0.05, VIH- y VIF-gp120 vs NaCl y VIH-gpi20 hervida; & p <
=050 ViH- v ViF-gpl20 vs VIH-gpli20 hervida, v & p<B.035 NaCl vs VIH-gpt20). Esto indica que a
pesar de que hubo una disminucion en el tiempo parz encontrar e} tanel de escape, la forma de hacer mas
eficiente esta blisqueda nunca mejord en los animales tratados con la VIF- y VIH-gpl120. En la grafica C
se muestra que fos grupos tratados con ambas gpl20 tienen un importante deterioro en el desarrollo de la
estrategia espacial. Las diferencias son & p<0.05, NaCl vs VIF-y ViH-gp120; * p < 0.05, VIH- y VIF-
2120 vs NaCl y FIV-gp120 hervida.

oo iz tabla 11 se muestra el andlisis estadistico usado en esias estretz2ias.
- i
a} ESTRATEGIAS .

# de DATOS 12 GL:11
Blogue | Bloque 2 Bioque 3 [ Blogue 4 T Blogue 5 R
| _}i cuadrada 362.209 256.504 186.763 246397 1 344202
Probabilidad 0001 0001 G001 o0l 000!
by BUSQUEDA ALEATORIA
Anzlisis de Varianzs

Fucoae grades de 1ibertad
Entre grupes 3
Densro de los grapos 22
(Towd 25
Valorde F
Primer bioque Sezundo blaque Tercer blogme Cranie bloque Ouinto blogue |
13.05713 47.82303 57.04019 §9.06557 73.68594
o = .0d001 p = .000] P=0001 Ip=.0001 1P=.0001
Prucha F de Schefle

Primer blogue Sesundo blogue Teoer boque Cuarto blogue Quimto bloque
N2 FIV (332861) FIV (18.56226) FIV (34.04255) FIV (39.34426) FIV (34 64535}

HIV (7.93673} HIV(3690297) | HIV (2000046) HIV {32 0357 HIV (36.8104T)
VIHgpi2D FIV (4.8347T) FIV (304173) FIV (3634588) FIV (36.76503) FIV (36.8101D
hervada HIV (4 5373) HIV (28 24535) HIV (21 78723) HIV (45 05011) HIV (39 04055)
VIF-gpi20
Vilepi2

1 4

) ESTRATEGIA SERIAL

Analisis e Venansa
Fuems ‘F,mdos de iibertad
|Entre grupos B
Demarn de o grigws 27
Ted  lps T




Valorde F

Prumer bloque Scgurdo blogue ]Tcrccr blogue Cuano bl xque {uinio bloque
13.05713 17.76815 3261396 35,1667 631206
p = .0001 P =.0001 P=0001 = (001 j?=_053
Prueha F de Schefle
! Primer blogue Sepundo blogque Tercer Mogue Cuano bloque Oumnlto bloque
r NaCl FIV {8.32861) FIV (5.85809) ’
. HiV {793673) HIV (8 34558) HIV (248801 HIV (5 3333)
! ViH-gpl120 FIV (4.8347) FIV (3 36078) FIV (2533903 FIV (23 [4315)
* hervida HIV {4537} HIV (7 36566) N T L8154 HIN (29 03704)
. ViF-gpl20
! !
ViH-gpl20 J
d) ESTRATEGIA ESPACIAL
Analisis de Varianza
Fuenge grados de libertad
,Entre grupos 3
Dentro de fos grpos 22 o
{Total 25
Valorde F
- Pnmer bloque Segundo bloque Tercer bloque Cuane bloque !Qumto bloque j
} 18.5472 58.56574 1124.70284
§ P=.0001 p =.0001 {P=0001
Prucha F de Scheffe
Primer bloque Sepundo blogue Tercer boque Cuarto biogue Quinto Roque
NaCl FIV (16.06195) FIV (34 54183) FIV (68.85013)
HIV (9.5705) HIV (43 1474 HIV (74.62532)
ViH-2p!20 FIV (14 421 FIV (49.66308)
bervida HIV (20 1992) HIV {54 586561
ViF-gpl20
VIH-zp120
.

Tabla 11: En esta tabla presentamos los restltados obtenidos con el usc de ji cuzdrada (@), misma que
indica' diferencias significativas. De acuerdo a Bach » cols, (1995) el use de ANOVA es sugerida para
determinar las diferencias entre los grupos. En b, ¢ ¥ d se representa el andlisis de vananza, el valor de F y
la prueba F de Scheffe para la busqueda aleatoria, la estrategia serial y la espacial respectivamente. Para
todos los casos, los grados de libertad entre grupos es de 3 y deniro de los grupos 22. El valor de F se
indica solamente en los casos donde hubo diferencias significativas. Estas diferencias ya fueron descritas
en la figura 20.

Cuando se evalta la distancia recorrida por las ratas antes de llegar al tinel de escape,

encontramos que ambos grupos tratados con [a gpl120 siguen explorando agujeros que estan mas

distantes al tanel de escape (figura 21).
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Figura 21: En esta gridfica mostramos los agyjeros mas distantes explorados durante 1a adquisicidn de latarza o ¢
taberinto espacial de Bames. Ambos grupos tratzdoes con la gp120 siguen explorando agujeros distantas aun oo a3
sesiones finzles de la adquisicion de esta tarea, mientras que los grupos controles mejoran su ejecucidn ¥ exploran s
agujeros menoes distantes conforme trascurren las sesiones. Los resultados del andlisis de varianza se explican en {a
tabla 11. Las diferencizs de fos grupos fuzron * p< 0.05, VIH- y VIF-gp120 vs NaCl y ViH-gp120 hervida; ** p<
0.03, VIH-gp120 vs NaCl y VIH-gp120 hervida.

Analisis de Varizrza
Fueste gradas de libertad
Entre gremos 3
Dentro di los grupes Bz
Total |25

Valor de F en cada sesidn

Tosaro 1 2 3 4 s 6 7 3 9 10 ]
Entre 2rupos 24653 | 21627 | 320223 | 135043 | 5.5313 358848 | 8.32 259034 | 487988 | 2630117
Denwre de los | 8605 | 8837 0516 2534 6084 0372 0060 0889 0133 i 01
| erupos (p) | |
Ensayo 11 12 13 14 15 16 17 18 19 i 20
Entre grupos | 72617 | 40164 | 2.18857 | 18577 71.89819 | 3.25747 | 7.4781 13.977 | 625 13,4991
Dentro de los | 0027 | 0262 | 1291 0001 0001 0492 0024 0001 0051 0001
| STUPOS {p)
Prucha F de Scheffe
Ensavo 112(3[41{5]6 71819 10 it 12
NaCl | o
Vl-2p120 hervida VIE.gpl20 ViF-gpl20 | VIF-gp120 | \iF-gpl20
= 35746 1581 4414 1817
ViH-gpt20 ViH-gpl120 ViH-gpi20 \iepl20
1 50342 ) £ 894 40127 15308 |
=T N 92534 ] 40241 ] 1705 36586 4589 |
VIH-0p120 NaCl ~aCl MaCl NaCl NaCl
e b e L b e b ey L osens [ s
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Ensavo 13 14 i3 16 17 18 19 20
NaCi
ViH-gpl20 ViF-gpl120 Vif-epl20 Vif-gpi20 L VIF-gply VIF-gpi20 Y¥iF-gpl20 | VIF-gzi20
hervida 3.4586 34559 9934 | 3Hi2s 4371 6533 TTEA
V1H-gpi20 | VIH-gpi20 | VIH-gpl20 ViH-gpilv VIH-z120 VIH-gpl20 | VIH-z2120
3918 9 4335 14 308 301268 7332 52478 52tl4
VIF-gp120 NaCl NaCl NaCl Na(Cl ~aCl NaCl NaCl Nl
42683 7675 7566 8.7563 3 9867 5T 16735 58435
VIH-gpi120 NaCi NzCl NaCl NaCl Nall N2Cl NaCl o
4 7142 1549 11.431 11.142 46827 94526 42920 72584

Tabla 12: Esta tabla representa el analisis de varianza para la distancia mas lejana recorrida por las ratas
curante todas las sesiones en la prueba de Bames. Para todos los casos, los grados de libertad entre £2pos
es de 3 v dentro de los grupos 22. El valor de F se indica solamente en los casos donde hubo diferz-cias
significaiivas. Las diferencias de los grupos fueron * p< 0.05, VIH-y VIF-g2120 vs NaCi y Vi=-220
hervida; ** p< 0.05, VIH-gp120 vs NaCl y VIH-gp120 hervida. Nowa: A pesar de que en las sesiorz: 5,7
y 8 se indica diferencias significativas, estas solo fueron significativas con el uso de otras pruebas pos hoc
como la de Fisher, pero no con la prueba de Scheffe.

32LALTP ESDETERIORADA POR LA gpl20
Las espigas poblacionales (EP) se caracterizaron por un registro negativo superpuesto en el
registro de potencial post-sindptico excitatorio (PPSE) poblacional. A continuacién mosiamos

un registro de la curva generada al aplicar una cstimulacion de minima intensidad para obtener

unza EP de 5 mV de amplitud observada en nuestros experimentos {figura 22).
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Figura 22: Esta figura muestra el ejemplo de un potencial de campo generado en el giro dentado por
estimulacion de la via perforante. El registro de la espiga poblacional fue el indicador para la comecta
posicion de la pipeta de registro dentro de la capa granular del giro dentado. Esta espiga poblacional esta
superpuesta en la deflexion del potencial postsinaptico excitatorio (PPSE) que surge inmediatamente
después del artefacto de estimulacion como una deflexion positiva. A su vez, la espiga poblacional surge
como una deflexion negativa (ver flechas) de duracién breve y representa la suma de potenciales de
accidn del conjunto de células granulares que han sido excitadas. El voltage y el tiempo estén indicados
por la barra horizontal y vertical respectivamente.

La curva comiente-voltaje (figura 23) se refiere a ja amplitud alcanzada por la espiga poblacional
a estimulaciones de diferente intensidad. Por tanto, mostraremos la intensidad minima de
estimulacion (o humbral) que se requiere para alcanzar una amplitud de 5 mV en la espiga
poblacional en todas la preparaciones. Asimismo, mostraremos la intensidad maxima requerida
para obtener la una amplitud maxima de la espiga poblacional. La intensidad media es el punto
intermedio del humbral y de la intensidad maxima. Los resultados indican que no hubo
diferencias entre los cuatro grupos estudiados. La intensidad umbral produjo una a:aplitud

similar en la respuesta poblacional de los cuatro grupos. Al aumentar la intensidad para observar



la respuesta maxima, tampoco sz obsero diferencias significativas. Por tanto, la intensidad pwa

encontrar la amplitud media fue similar en todos los grupos.

CURVA CORRIENTE/NOLTATE
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Figura 23: Esta figura muestra la amplitud de la espiga poblacional a diferentes ntensidades de
estimulacién. Podemos observar que la respuesta poblacional a la estimufacion umbral, media maxima

{1/2 max) y maxima fue similar en todos los casos.

El_protocolo de estimulacion por pulses pareados produjo una curva tipica de inhibicion-
potenciacidn-inhibicion en los cualro grupos. mismos que no tuvieron diferencias significativ s,
En la figura 24 ilustramos un ejemplo de inhibicidn donde la separacidn del primer y segundo
estimulo es de 20 milisegundos. Como se podra obscrvar, 1a inhibicién de la amplitud de la
segunda espiga poblacional es significativo a pesar de que la intensidad y frecuencia del estimulo
aplicado es el mismo para ambos (ver el trazo A en la siguicite pagina).

Cuando sc aumenta el tiempo del intervalo entre los dos estimulos. ohseryamos que 1 segunda

respuesta csta potenciada y sc demuestra con ¢l aumento unportante de ta amplitud de la espia

poblacional {ver trazo B en fa siguiente pioinal,



inhibicion  Espiga poblacions!

A - ausente
A
i
Espiga
pobizcional
20 ms
B Potenciaicion

S
\ \ Espiga pobicional
Espiga piga po

poblacional \‘ —  potencizda

80 ms

Figura 24: En esta figura mostramos los trazos obtenidos en el protocolo de puisos pareados. En el
registro A se representa la respuesta poblacional cuando hay una separacion de los estimulos de 20 s Si
se observa la primer respuesta, la espiga poblaciori! esta presente, pero la respuesta podiaciors zi

segundo estimulo estda ausente. Esto indica inhibicién, En B se represenia la poienciacion de la es;.ga
poblacional cuando el segundo estimulo es aplicado 80 ms después del primero.

Al graficar los resultados obtenidos del protocolo de pulsos pareados (figura 25), tenemos que
tanto los grupos tratados con VIF-gp120 y VIH-gp120 como los grupos controles (NaCl y VIH-

£p120 hervida) no muestran diferencias significativas en las mediciones realizadas.
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Figura 25: En esta figura demostramos que los cuatro grupos presentaron las mismas caracieristicas de
inhibicién-potenciacion-inhibicion (indicados por las barras). En la columna vertical, graficamos el
porcentaje de la diferencia entre la primera y la segunda espiga poblacional, y en el eje horizontal, se
representa la separacion del primero y el segundo estimulo en ms. Como pedemos observar, los cuatro
grupos presenta una curva similar, donde primero se observa una irhibicion de la respuetz (entre 10 v 2¢

ms) seguida de una polenciacidn de la respuesta (60 y 80 ms) y seguida finalmente por inhibicion parcial
{260 a 1060 ms).

El siguiente protocolo fue la induccidn de la potenciacién de largo plazo. Para esto, tomamos
muestras de la respuesta basal (linea base) durante cinco minutos. Después de esto, aplicamos
una estimulacién de alta frecuencia o estimulacién tetdnica que consistio en la administracion de
diez trenes de estimulacién (cada uno consistiendo de cinco pulsos 2 400 Hz) para Ia induccion
de Ia LTP. y nuevamente realizamos mediciones a 1, 5, 10, 15 30 » 60 minutos posteriores a la
estimulacion postetinica. En la siguiente figura sobreponenios dos cjemplos de dos trazos de los

potenerales poblactonales antes (linea base) v despuds de la induccton de ETP.
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Figura 26: En esta figura mostramos dos irazos interpuestos pera ver la diferencia de lz amplitud
alcanzada por Ja espiga poblacional antes (linea basal) y después (60 minutos) de la induccién de LTP. En
A mostramos el trazo de una rata control tratado con salina v en B mostramos el trazo de una rata tratada

con gpl20-VIH. Como podemos observar, en A esta presente la potenciacion de la respuesta, pero en B,
el porcentaje de esta respuesta es muy pequefia.

La estimulacién tetanizante de ta via perforante en las ratas controles tuvo como efecto la
produccién de una espiga poblacional robusta (potenciacion postetinica o PTP) de 240% de la
linea base en ¢l grupo tratado con NaCl. En tanto que el grupo tratado con VIF-gpl20 tuvo un
incremento del 120%, el grupo VIH-gp120 cerca del 90%. v ¢l grupo tratado con VIiH-gpl20

hervida tuvo un incremento cercano al 160% (ver figura 27). En este caso. encontramos
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diferencias significativas entre el grupo que fue tratado con NaCl vs los grupos que fueron
tratados con VIH-gp120 y VIF-gp120.
Con respecto a la potenciacion de largo plazo, ésta fue significativamente deteriorada solo en el

grupo tratado con VIH-gpl120 pero no en el grupo de VIF-gpl20 cuando la amplitud de la espiga

poblacional fue evaluada alos 5, 10. 15, 30 y 60 minutos (figura 27).
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Figura 27: En esta figura, mostramos los efectos de la VIF-gp120 del VIH-gp120 en la potenciacidn de
largo plazo. En ia columna vertical indicamos 1a media de la amplitud + E.E. de la espiga poblacional v
en la columna horizontal el tiempo. Asimismo, indicamos con una linea debajo de los trazos la
potenciacidn postelanica (PTP) y la potenciacion de largo plazo (LTP). Al realizar las comparaciones,
encontramos significancias en PTP donde ambos grupos iratados con ambas gp120 difieren con el grupo
tratado con salina (* p< 0.01, VIH- y VIF-gp120 vs NaCl) en tanto que la LTP cstuvo detertorada solo en

el arupo tratado con ViM-gpl120 en las evaluaciones hechas a los 5, 10, 15, 30 y 60 minutos (+ p< 0.05
VIH-gpl20 vs NaCl).

En las siguientes tablas ifustramos el analisis de varianza y la prueba de Scheffe empleada para encortrar
fas diferencias entre Loy crupos.

.
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Analisis d¢ Yarianza

Fucnte gradaos de lsbertad

Ertre grupos i 3

’bcmro de fos grupos 17

Togal 20J

[__ Anzlisis de Vananza (valorde F)

Fuznie ‘me basal |1 mmuto 5 minatos ﬁt%{) TUIN0S 13 minutos |30 mummos  [60 mmutos

Erre grupos ] i 939J 3.35413.22113 335133 3 20691 325205 3305 '

Dentro de los grupos ; p=1 i p= 0436 jp=.0439 }p = 0422 p=04% = 0476 lp = 45 ;

Prueba F de Scheffe

tiempo basaj ! min S mmn 10 min 1S min 130 min 1 60min

NaCl |

VIH-gpl20 l

henda R | .
L\ iZ-eni20 | $41vsNaCt * ' . i .
|V ireEpl20 ; l 1%6125 v3 NaCl 1492 vs NaCl | 19.18 vsNa(l 1178 vs Nadl 1{ 15 50 vs ~2C! §43vs N7
; ! - - - - - -

Tabla 13: En esta tabla mostramos el analisis de vanianza realizado en cada tiempo (basal, 1, 3, 10, 15,30
v 60 minutos), por [o que en cada caso se determino el valor de F, los grados de libertad » la probzbilidad.
En los casos donde se encontraron diferencias se realizo la prueba pos hoc de Scheffe, misma que se
muestra en la ultima tabla {prueba F de Scheffe). Como se podrd observar, el andlisis de varianza indica
diferencias significativas a 1, 5, 10, 15, 30 y 60 minutos. Al realizar la prueba pos hoc, se encontro que 1
minuto después de la induccidon de LTP, ambos grupos tratados con ambas gpl20 difieren con el grupo
tratado con salina (* p< 0.01, VIH- y VIF-gpl20 vs NaCl) en tanto que la LTP estuvo deteriorada solo en

el grupo tratado con VIH-gp120 en las evaluaciones hechas a los 5, 10, 15, 30 y 60 minutos (+ p< 0.05
VIH-gp120 vs NaCl).

La administracion de cualquiera de las glicoproteinas atenud esta potenciacion y aun mas, la
induccién de la potenciacién de largo plazo (LTP). En ia PTP. se observd [a siguiente diferencia:
* p< 0.01, VIH- y VIF-gpl120 vs NaCl. La LTP estuvo deteriorada solo en el gnupo tratado con
VIH-gp120, en las evaluaciones hechas a los 3, 10, 15, 30 v 60 minutos (+ p< 0.05 VIH-gpl120
vs NaCl). El primer punto de la curva indica la linea base de la espiga poblacional de cada grupo.

El siguiente intervalo representa la PTP y el intervalo mas largo representa la LTP.

69



3.3 LA PRODUCCION DE AMPc¢ ESTA DETERIORADA EN EL GRUPO TRATADO
CON VIH-gp120

Una vez que la reaccion es cuantificada en el lector de Elisa (a2 450 nm de longitud de ondz), la
densidad éptica (DO) es convertida a porcentaje de unidn usando la siguiente ecuacién:

% B/Bo= DO de la muestra-DO del PNE/DO de la Bo - OD de PNE*1(X)
donde: PNE es el pegado no especifico, DO es la densidad éptica, DO de .z Bo es dens.dad

dptica sin union de AMPc. Una vez que nosotros obtenemos la curva de calibracion estindar, el

siguiente paso es expresar la concentracion en fentomoias.
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Figura 28: En esta figura mostramos los niveles en fentomolas de AMPe en ¢l hipocampo En lz columnna
vertical se representa la concentracidon en fentomolas de AMPc v en las horizontal se representa el
tratamicnto recibido. Se estudiaron tres grupos, el primero fue tratado con NaCl, ef segundo con VIH-
epli20 y el tercero con VIH-gpl20 hervida. Los hipocampos de ios animales tratados con NaCl fuzon
asignados en tres diferentes subgrupos En el primero de ellos, la medicion del ANPC fue dircoia, ¢ el
scoundo, el hipocampo fuc incubado con ETOH vy el tercero con toscolina (Fh) Los resuliazos
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indicanque la Fk induce la produccion de AMPc y por lo tanto es un control positivo para nuestros
experimetos, v que el ETOH no produce cambios significativos, y en este caso o utilizamos por ser el
vehiculo donde se disuelve la Fk. El segundo grupo (VIH-gp120) fue dividido en dos subgrupos, y en el
primero de ellos la medicion de AMPc fue directa en tanto que ¢l otro grupo, los hipocampos fueron
incubados con Fk. En ambos grupos, la produccion de AMPc estuvo deteriorada. El tercer grupo fue

ratado con VIH-gp120 y fue dividido en dos subgrupos; el primero de eilos, la medicién se hizo directa
v en el segundo el hipocampo fue incubado con FK. '

Analisis de Vananzz de ja concentrasion de AMPe
Fucnte }gra,dos de Iibertad Surm2 de cuadrados [Crainds pomedio ¥test:
Entre grupos 6 5.59193 T IS3i4EIT 61186 449.16306
Deatro de fos grupos 47 975223.22075 {20745.43023 p=.0001
Toal 53 5.68645 y
Prucbe de Scheffe
Na(l ETOH Forsen' ma ViHpI20 1 ViH-gpi20~ FX ViH-gpl2G VIH-gp120
- i L henvida hervida Fk
Nall I IR S ;
ETOH ! ! ] j
Forscobing 44 86262 38 3501 ] i
V1H-2p120 93 26231 103 209 267 4524 T
VIH-120 - FK | 56 387 672857 207.3248 38278
ViH-gpl20 28 2825% 109 8324 75 8795
hervida
ViHgp120 300836 24.99909 215.47 167.04411 17.59455
bervida + FK ]

Tabla 14: En esta tabla moswamos el andlisis de varianza de la concentracién de AMPc. El valor de p
indica diferencias significativas, por lo que al anélisis pos hoc con la prueba de Scheffe encontramos que
* p< 0.01, donde NaCl y ETOH son diferentes a los grupos tratados con Forscolina, VIH-gp120, VIH-
gpl20 + Fk y VIH-gpl20 hervida + Fk; ++ p< 0.01, donde Foscolina es diferente a los grupos tratados
con VIH-gpi20, VIH-gpi20 + Fk ¥ VIH-gp120 hervida; = p< 0.01, donde VIH-gp120 es diferente a VIH-

gp120 + Fk, VIH-gp120 hervida v FIH-gp120 hervida + Fk; o p< 0.01, donde VIH-gpl120 hervida es
diferente a VIH-gpl20 + Fk

Los resultados indican que la produccién de AMPc estuvo deteriorada en el hipocampo cuando
se ad‘ministré la VIH-gp120 porl via ICV. En contraste, como se podra observar, las
concentraciones basales del AMPc¢ no se ven modificadas al administear VIH-gp120 hervida ni
con la incubacion con ETOH (vehiculo para forscolina). Cuando se agrega Fk a un grupo conirol
tratado con NaCl, o a un grupo tratado con HiV-gpl120 hervida, se observa un aumento
considerable en la produccién de AMPc, et cual es significativamente diferente a la produccidn
basal del grupo control. Cuando se hace la medicion de la conceniracién de AMPc en el grupo
tratado con VIH-gpl20 se observa un deterioro significativo en la produccion basal y mas aun, la

induccion con Fkno tiene efecto significative en los niveles AMPe ( ANOVA * p< 0.05),



34 EL CICLO SUEROQ-VIGILIA ESTA ALTERADO POR LA ADMINISTRACION
TANTO DE LA VIF-gpP120 COMO DE LA VIH-gp120

Los resultados indican que las ratas tratadas con ambas glicoproteinas muestran un aumento en
estado de vig.ilia durante el periodo de luz, cuando normalmente las ratas controles estan
dormidas y en caso ¢ontrario, muestran una disminucidn del estado de alerta en el periodo de
obscuridad, cuando las ratas controles tienen el maximo nivel de vigilia. Asimismo, el grupo
HIV-gp120 presentd un incremento significativo del SOL1 durante todas las 24 horas de registro,
en tanto que el grupo VIF-gplZ{ mostrd un incremento solamente a las 13:00, 21:00 y 01:00
horas. A su vez, la evaluacion del SOL2 y del sueno REM indica una reducci6n significativa en
ambos grupos (figura 29).

Esta figura muestra los efectos de la administracion intracerebroventricular de 700 ng de la
epl20 derivada del VIF y del VIH. A las 13:00 horas hubo un incremento significativo del
estado de vigilia, mientras que a las 21:00 hubo un decremento significativo (VIF-y VIH-gp120
vs salina y VIH-gpl120 hervida). A las 01:00 horas, un decremento significativo fue mantenido
por el grupo VIH-gpl20. Con respecto al SOLI, el grupo VIH-gp120 presentd un incrernento en
todo el periodo de registro, mientras que el grupo VIF-gpl20 presentd un importante incremento
a las 13:00, 21:00 y 01:00 horas. El SOL2 tuvo un importante decremento en ambos grupos
tratados con la gp120 (13:00, 17:00, 05:00 y 09:00 horas) mientras que el grupo VIH-gp120 uvo
también un incremento significante a las 01:00 horas. El suefio REM decrecid en ambos grupos a
las 13:00. Las diferencias' son ** p< O‘.OS, donde VIF-gpl20 y VIH-gpl20 difieren
significativamente de los grupos salinay VIH-gp120 hervida, x p< 0.05 donde VIF-gpi20 difiere
de salina y VIH-gp120 hervida y finalmente * p< 0.05 donde VIH-gpi20 difiere con los grupos

salina y VIH-gp120 hervida.
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FIGURA 29: Esta figura muestra los efectos de [a gp120 de ambos virus en e ciclo suefio-vigilia. A las
13:00 hr hubo un importante incremento en la vigilia y a 1as 21:00 hr hubo un decremento significativo
(VIF- y VIH-gp120 vs controles). Asimismo, a las 01:00 el decremento fue mantenido solo por el grupo
tratado con VIF-gpi20. Con respecto al SOLI, el grupo tratado con VIH-gpl20 presenté un
importanteincremento a lo largo de las 24 h de registro mientras que el grupo tratado con VIF-gpl20
presentd un incremento significativo a las 13:00, 21:00 v a las 01:00 horas. El SOL2 tvo un importante
decremento en ambos grupos tratados con VIF- y VIH-gpl 20 a las 13:00, 17:00, 5:00 y 9:00 hr. mjentras
que VIH-gpi20 solo tuve un incremento significativo a las 01:00. EL sueino MOR disminuyd
significativamente en los grupos tratados con VIF y VIH-gpi20 solo a las 13:00

A continuacién presentamos el andlisis estadistico en cada estado de alerta:
a) VIGILIA

Anzlisis de Varianza

[Erare £rupos ] ) 3 o

Deatro de los erupos 37

iTotad - ¥5

[ A B
Fuente gradas de libertad il
R o H




Analisis de Yananza (valor de F)

Hora 13400 21:00 (]
Eatre grupos 41,36622 5.15345 6.02616
DOentro de los grupos o= 0001 p = 0075 p = .0037

Prucha F de Scheffe pars vigilia

hora 13:00 2i:00 01.00

NaCl VIF (1207) VIF {3.84) VIF (5.49)

VIH {2143y VIH (3.78} ]

ViH-gp120 VIF(1925) VIF(3.81)

hervida VIH (232D VIH {3 69)

YIF-gp120
% iH-gp1 20

b) SUENQ DE ONDAS LENTAS 1

Analisis de Vartanza
Fuenie grados de hibertad
?Eu:c Zrupers 3
Dentro de los grupos 22
Total 25
Analisis d¢ Vananza (valor e F)
1300 i7:00 21.00 01.00 0500 09.00 .

Entre grupos 3119725 10.10401 23.97143 10400029 16.9951 32.21305
Dentro de los grupos p=.0001 = (002 = 0001 = .0001 p =.0040! = 0001
Prueba F de Scheffe para SOL1
tiempy 13:00 17:00 2100 0100 05:00 09:00
NaCt VIF (14.53) VIF (1347) VIF (47.15)

VIH {19:55) VIH (8.38) ViH (16.82) VIH (63 43) VIH(1209y | VIH{21.59)
ViH-gp120 VIF (1159) VIF (102) VIF (4031)
bervida VIH (16.12) VIH (9 5) VIH (355 45) VIH (10 4)
VIF-gp1 20
ViH-gpt20
¢} SUENO DE ONDAS LENTAS 2

Analisis de Vasianza
Fuente grados de liberlad
Entre grupos 3
Denteo de 1os grapos 77 ]
Total 25
_ Analisic de Vananzs (valorde F) :::;__ .

ho 13.00 1700 0100 0500 10900
Engre grupos 3717661 4046529 |33.86442 19727886 |35.06341
Diewtro de los grupos  |p = 0004 p = .0001 i 0001 p = 0001 p = 0001
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Prucha F de Schefle para SOLY

bora 13.00 17.00 2100 0100 05:00 00:00 ]

NaCi VIF (1523) VIF £20.34) VIF (48.41) VIF {723)
- VIH (19 78) ViH (23.87) VIH (22.33) VIH (5035) VIH{1501)

ViH-gpl120 VIF (1707) VIF (i6.58) VIF (42.21) VIF (16.72)

bervida VIH ] 87) VIH (19 78) VIH (24.90) VIH (48.26) VIH (27 83)

ViF-gpi20

ViH-gp120

d) SUERNO MOR

Arnalisis de Varianza

Fuente grados de litertad Fotesr

Enire grupos 3 3421332

Dentro de los grupos 22 = G001

Total 25

Prueba F de Scheffe para SUENO MOR
13:00 ;

GO
Nacl VIF037) 1

VIH (22.98) | )
\TH gp120 VIF (10.88) i
hervida VIH (12 82)

VIF-gpt20

ViH-gp120 L

TABLA 15: En esta tabla muestra el andlisis estadistico de los estados del ciclo suefio-vigilia. Se
presentan los datos para a)vigilia, b)suefio de ondas lentas 1, ¢)suefio de ondas [entas 2 y d) suefic MOR.
En cada caso se presenta el valor de F 1anto entre grupos como dentro de los grupos. Solo en aquellos
casos donde p fue menor de 0.05 se realizd la prueba pos hoc de Scheffe misma que indica en que pares
de grupos existen diferencias significativas. Estas diferencias se mostraron en la figura 29.

3.5 LA ACTIVIDAD LOCOMOTORA ESPONTANEA Y LA EJECUCION EN LA VIGA
DE DRUCKER ESTAN DETERIORADAS EN LOS GRUPOS TRATADOS CON LA
¢p120 DERIVADA DEL VIF Y DEL VIH.

Como se podra observar en la siguiente figura, la gpl20 del VIH y del VIF deterioran la

actividad locomotora espontdnea.
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ACTIVIDAD LOCOMOTORA ESPONTANEA
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FIGURA 30: En esta figura observamas que la actividad locomotora espontanea esta deterjorada
en los grupos que fueron tratados con ambas gpl20. Las diferencias son: * p< 0.01, VIH- v VIF-

gp120 vs controles (NaCl, VIH-gp120 hervida). Este deterioro esta ausente en el grupo control

que fue tratado con la VIH-gp120 hervida.

Analisis de Varianza de la actividad motora
grados de libertad (F-test:

ntre grupos 3 112.87468
Dentro de los grupos (22 p = .0001
Total 25

Prucba F de Scheffe

e NaC VIH-ppl20hervida  { VIF-gpl20 | VIH-ppl20
NaCl . o e
ViHegpi2Obeoida | o o o L
ViF-gpl20 0 )55.63 16691 S U NV
MViMeppi20 o (4595 0626 L.




Tabla 16: En esta tabla mostramos e! analisis de varianza de la concentracion de AMPc. El valor de p

indica diferencias significativas, por 1o que al analisis pos hoc con 1a prueba de Scheffe encontramos que
* p< 0.01, donde NaCl y ETOH son diferentes a [os grupos tratados con Forseoling, ViH-gpl20. ViH-

gpi20 + Fk y VIH-gp120 hervida + Fk: ++ p< 0.01, donde Foscolina es diferente a los grupos tratados
con VIH-gpl20, ViH-gp120 + Fk ¥y VIH-gpl120 hervida; = p< 0.01, donde VIH-gp120 es diferente a VIH-

gpi20 + Fk, VIH-gpl20 hervida y FiH-gpl20 hervida + Fk; o p< 0.01, donde VIH-gpl20 hervida es
diferente a VIH-gpi20 +Fk

En la prueba de equilibrio de Drucker. se observéd el efecto de ambas glicoproteinas en animziss
que aprendieron la ejecucién de la tarea (linea base), y que recibieron el tratamiento por

inyeccion ICV. 24 horas después de esta inyeccidén se realiza la evaluacidn de la actividad de

equilibrio y locomotora.
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FIGURA 31: Como se podrd observar en ésta grafica, la ¢jecucion de los animales tratados con la gpl 20
se empieza a deteriorar de acuerdo al tratamiento recibido. En ¢l segundo dia después de emperar ¢l
tratamicnto. el grupo tratado con VIF-gpl20 empteza a tardar mus en legar a su caja (& p< 0.05 VIF-
epi20 vs Viil-gp120, VIH-gpl20 hervida, NaCi). Este deteriora continda en el dia 3, pere desaparece a3
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diferencias con el grupo tratado con VIH-gpl20 (* p< 0.0S, VIH- and ViF-gp120 vs NaCl y VIH-gp120
hervida). En el 5 dia de evaluacién, ambos grupos tratados con la ¢pl 20 son diferentes entre ellos. pero

también a los controles (x p< 0.05, VIF-gpl20 vs VIH-gpi2G; » p< 0.95. VIF-gpl20 y VIH-gpi20 vs
NaCl y VIH-gp120 hervida).

Analisis de Varianza
Fucate grados de libertad
Entre grugos 3
Dentro de los grupos 21
Total 24
Analisis de Varianza en la prueba de Drucker (valorde B

Fucate Linczbasal |Primer dia  |Scgundo dia Tercer dia Cuarto dia 'ﬁumm dia
Entre grupos 174511 |.06204  |4.90607 3.45755 5.70734 %57.39449
Deotro de los grupos {p =.1885 |p =.9792 lo= 0097 =.0343 o= (08 Io = 0001
Prueba F de Scheffe R
tiempo basal [ lerdia 240 dia | Jerda iisra A .
NaCl ViF.gpi20 1 VIF (7 4028 VIF z e g VIEGSING

{6 75578) VIH(3 9427, ViRt s VI (5 98 i
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Tabla 17: En esta grifica presentamos ¢l andlisis estadistico de !a ejecucidn en la prueba de Drucker.
Como se podrd observar, fa ejecucion de Ia prueba se empieza a deteriorar er los animales tratados con la
gpi20. Las diferencias significativas aparecen al segundo dia, donde el grupo tratado con VIF-gpl20
empieza a tardar mas en llegar a su caja. La prueba pos hoc indica diferencias entre el grupo tratade con
VIF-gpl20 vs VIH-gp120, VIH-gp120 hervida, NaCl, an tanto, este deterioro continda en el dia 3 ¥ 4,
pero desaparece las diferencias con el grupo tratado con VIH-gp120 (* p< 0.05, ViH- and VIF-gpl20 vs
VIH-gpl20 hervida y NaCl). En el § dia de evaluacion, ambos grupoes tratados con la gpl20 son

diferentes entre ellos, pero también a los controles (x p< 0.05, VIF-gp120 vs ViH-gp120; x p<0.05, VIF-
gpl20 y VIH-gp120 vs NaCl y ViH-gp120 hervida).



3.6 HISTOLOGIAS

A continuacioén presentamos las figuras que representan la localizacion de las canulas en la

mayoria de los casos, asi como localizacion de los electrodos de registro y estimulacion en el

hipocampo.

REPRESENTACION DE
LA LOCALIZACION DE
LAS CANULASEN EL
VENTRICULO LATERAL

FIGURA 32: Representacion del sitio donde se enconiraron las puntas de las canulas en las ratas

implantadas en el ventriculo lateral.

ELECTRODOS DE
Corteza
entorhinal ESTIMULACION




ELECTRODGS DE
REGISTRO ENEL GIRO

DENTADO

FIGURA 33: En esta figura se muestra el sitioc de los zlectrodos de estimulacién (A) en la coneza

entorinal (via perforante) y ef de registro (B) en el giro deniado respectivamente.
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FIGURA 34: Representacién del hipocampo, donde se seiala el electrodo de estimulacion (coneza
entorinal via perforante) y el electrodo de registro (giro dentado). Se registraron las células granulares y

s¢ busco la espiga poblacional misma que esta inmersa en ¢l potencial postsindptico excitatorio.
gl




3.7 DISCUSION

El presente estudio apoya la hipétesis de que la gpl120 produce un deterioro en la funcidn del
sistema nervioso que va desde el aspecto conductual, el elecrofisioldgico, hasta el bioquimico.

a) Aspecto conductual

Estudios en cultivos neuronales indican que la gp120 es neurotdxica, y se sugiere que la muerte
neuronal ocurre por el flujo masive de Ca2+ hacia el espacio intracelular a través de los canales
dependientes de voltaje de Ca2+ y/o receptores NMDA activados por glutamato (Lannuzel y
cols., 1995; Lipton, 1998).

Por otra parte, Toggas y cols., (1994) han demostrado que los ratones transgénicos que expresian
gp120 a nivel cercbral presentan caracteristicas similares a los dafios neuronales observados en
humanos infectados con el VIH, tal como palidez de la substancia blanca v atroﬁ; cortical. En su
estudio demuestran que la severidad del dafio neuronal se relaciona proporcionalmente con los
niveles de expresion de RNA mensajero para la gpl20, siendo los niveles mas altos en
neocorteza, bulbo olfatorio e hipocampo (Toggas y cols, 1994).

Tomando en cuenta estos antecedentes, podriamos establecer que el dafio en estructuras
i_uvolvu_cradas en tareas de aprendizaje espacial (Glowa y cols., 1992) o contextual (Pugh y cols,,
2000) como el hipocampo podrian explicar la deficiencia observada en la ejecucién en el
laberinto circular de Bamnes.

Para discutir esta posibilidad, varios estudios indican que la lesidén hipocampal, o bien, la
administracién de antagonistas especificos para el receptor NMDA, produce un patrén de retardo
en la adquisicién de la memoria espacial cuande se utiliza ¢l laberinto acuatico de Momis
(Morris y cols., 1982; 1986; Steele, 1999), misma que requicre que‘ los animales desarrollen una

estrategia cspacial para lecalizar Ja plataforma escondida por debajo del agua.



Con base en esto, Glowa y cols,, (1992), demostraron que existe un deterioro en la adquisicién
de la tarea espacial en el laberinto acustico de Morris después de la administracién ICV de la
gpl20 derivada del VIH, lo que hace suponer que esta glicoproteina podria estar contribuyendo
al dafio neuronal.

Debido a que el laberinto acuatico de Morris y el laberinto circular de Bames comparten el
mismo fundamento en la evaluacién de la funcidn hipocampal (McLay y cols, 1999), y debido a
que el laberinto circular de Bames ofrece ciertas ventajas en la adquisicion de la tarea y el
desarrolio de estrategias durante el transcurso del aprendizaje (Bach y cols., 1995), nuestro
interés fue comprobar que la administracién de la gpl20 por via ICV producia una deficienciz en
la adquisicion de la memoria espacial. El fundamento que apova esta idea es de que a medida de
que los animales se exponen a la misma situacidn de aprendizaje (localizar el tunel de escape),
van desarrollando estrategias que les ayuda a mejorar la bisqueda y reducir el tiempo en
localizar el agujero. Para esto, los animales regularmente pasan de una exploracion aleatoria al
desarrollo de una estrategia serial, y finalmente al desarrolo de una estrategia espacial. Por tanto
esta tarea, necesita de la participacion del hipocampo (Bach y cols, 1995, Mclay y cols, 1999).
Es imponante establecer que la conducta del animal de explorar en forma indistinta los diferentes
agujeros sin seguir un patrén definido o estrategia, coincide con los estadios tempranos del
aprendizaje en la laberinto circular de Bames. A medida de que las sesiones de aprendizsje
aumentan (a medida de que el animal se expone a mas situaciones de aprendizaje), aumenta la
posibilidad de que el animal desarrolle una estrategia mas 01il para encontrar el tinel de escape
¢n menos liempo, y en este caso, la estrategia serial se desarrolia pnmero y después la estrategia
espacial. La estrategia seral consiste primero en Hegar en forma indistinta a un agujero, y a partir

de éste, i explorando uno por uno hasta encontrar el agujero de escape y como consccuencia, se
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reduce el tiempo para escapar. Cuando el animal ha identificado la localizacion del agujero con
respecto a sefiales de orientacién como por eiemplo la posicién de los objetos dentro det cuarto,
se va adquiriendo un mapa espacial que los lleva a escapar en menor tiempo. Esto se apoya por
- la teoria de la navegacién propuesta por Muller (1991) que propone que la ejecucion espacial
requiere de dos componentes: un mapa espacial que es la habilidad de representar
topograficamente el medio ambiente con base a las figuras, formas y la distnbucién de los
estimulos en ese mismo medio; y la capacidad de navegacion, que es la capacidad de formular el
caming mas corto v la forma mas eficiente a través de relacionar todos los estimulos en todo ese
ambiente. La estrategia espacial es una forma mucho mas rapida y directa para encontrar el mz:lel
de escape, y por lo tanto es una forma de evaluar la memoria, ya que la interferencia de la
actividad funcional del hipocampo produce deterioro conductual en esta tarea ‘(Bames, 1979;
Barnes y cols., 1989; Bach y cols, 1995; McLay 1999).

Los resultados obtenidos demuestran efectivamente que las ratas tratadas con la gpl20 denvada
del VIF o del VIH tardan mas tiempo en aprender a localizar el agujero de escape, y en la mayor
parte de las sesiones usan una forma aleatoria de exploracién y ea pocos casos desarrollan una
cstrat.egia serial. A pesar de que el tiempo para encontrar ¢l tinel de escape estd disminuido en
los tltimos ensayos, la forma de encontrar el tinel de escape demuestra que estos animales
carecen de 1a habilidad de desarrollar una estrategia espacial, y por consiguiente apoya la idea de
una disfuncién hipocampal. Ademss, es importante establecer que la disminucion en el tiempo
para encontrar el tinel y la desaparicion de las diferencias significativas a partir de la sesién 10
en el grupo tratado con VIF-gpl120 o en la sesion 15 con el grupo tratado con la VIH-gp120
permite apoyar fa idea de que la gjecucidén motara no interficre con la ejecucion de Ia tarea, por

lo que permite descartar que el preblema motor sca la causa del deterioro en el aprendizaje.
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Ademas, los estudios piloto en este trabajo, demuestran también que la actividad motora de
escape en la prueba de prevencidn pasiva no esta deteriorada en los grupos tratados con gpl24 de
ambos virus (VIF y VIH).

b) del aspecto conductual al aspecto electrofisiolégico

Por otra parte, Shapiro y cols., (1999), han establecido que los mecanismos de plasticidad
sinéptica son independientes a los mecanismos de ejecucidn. Estos zutores han demostrado que
cuando un animal ha aprendido la ejecucién de una tarea espacial en un ambiente en .panicular,
el uso de antagonistas para los receptores NMDA interfiere con la adquisicién de un nuavo
aprendizaje espacial, es decir, cuando el animal es expuesto a un ambiente diferente 2l que ha
aprendido previamente y es tratado con antagonistas de los receptores NMDA, esie animal
muestra un deterioro para aprender bajo las nuevas condiciones aunque la form; en ejecutar ia
tarea no se encuentra deteriorada..

Mientras los grupos controles reducen la tasa de errores con respecto al nimero de
entrenamientos, la distancia explorada también disminuye, mientras que los grupos tratados con
gp120 siguen explorando distancias lejanas al agujero de escape. Esto siguiere que la capacidad
para usar las diferentes sefiales para orientarse al agujero de escape esta deteriorada v puede
apoyar la idea de que la memoria de referencia esta afectada. Diversos estudios indican que este
componente de referencia es muy importante para el desarrollo de la memoria espacial (Morris y
cols., 1982; 1986; Steele, 1999), ya que la adquisicién de puntos claves en el espacio ayuda a
identificar el tunel de escape.

Debide a que se ha propuesto que la funcidn hipocampal es necesarta para ¢l aprendizaje
espacial, se sugiere que la plasticidad en esta estructura juega un papel importante para el

mantenimicnto de la memoria. Por tanto, se propone que las sinapsis entre dos neuronas que
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estan conectadas y que participan en un evento en particular, tienen la habilidad de cambiar a
través de la formacién de nuevas sinapsis inducidas por un nuevo evento. y por tanto, almacenar
ese nuevo cambio en una nueva representacion neuronal. Esta hipdtesis propuesta por Hebb en
1949 tuvo sus primeras evidencias con los trabajos de Bliss ¥y Lomo en 1973 quienes
descubrieron que la eficiencia de respuesta poblacional a una estimulacion eléctrica minima sé
ve potenciada después de una estimulacién de alta frecuencia brave. lo que condujo a la
descripcion de la potenciacion de largo plazo en el hipocampo de concjo.

El descubrimiento de 1a LTP en una estructura que estaba relacionada con eventos de memoria
permitid establecer que el hipocampo puede ser un sustrato biofégico de la hipétesis propuesta
por Hebb. Por tanto, la LTP es un modelo electrofisiolégico para explicar una forma de memoria
basado en la plasticidad neuronal del hipocampo (Bliss v Collingndge, 1993; Lynfzh, 1998).
Manipulaciones farmacoldgicas demostraron que la induccién de LTP puede bloquearse con el
uso de antagonistas a los receptores de NMDA. A diferencia de la induccidn, la expresion de
LTP y la transmisién sinaptica basal, no se ven afectadas por los mismos antagonistas, y esto se
debe a que estos Gltimos estin controlados por receptores no-NMDA (o receptores AMPA)
(BIigsj y Collingridge, 1983 y 1993).

Morris y cols., en 1986, fueron los primeros en reconocer que el deterioro del aprendizaje
espacial observado en lesiones de hipocampo también se observa cuando se aplica APV (acido
aminofosfonovalerico), un antagonista de los receptores NMDA.

Posteriormente, se establecié que la potenciacién de largo plazo inducida en el giro dentado al
igual que en CAl dependen de la activacién de los receptores NMDA (Bliss y
Collingridge,1993). Este hallazgo ha sido confirmado con ¢l use de otros antagonistas de los

receptores NMDA como ¢l MK-801 y ¢l NPC-17742, mismos gue deterioran el aprendizaje
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espacial y bloguean completamente la induccién de LTP tanto en el giro dentado como en el
CA1l en ratas (Hargreaves y cols., 1997). De acuerdo a lo anterior, podemos sugerir que la
actividad funcional del hipocampo en los animales tratados con gpl20 esta deteriorada.
Krucker y cols. (1998) han reportado que los ratones transgénicés (tg) que expresan gpl20 de]
VIH tienen un incremento en la amplitud de los potenciales post-sindpticos exitatorios (EPSP).
combinado con un incremento significativo en la facilitacién por pulsos pareados, Estos
resultados sugieren que hay un incremento en la excitabiiidad en estos ratones tg. lo que es
apoyado por los resultados en la curva corriente voliaje gue obiuvieron. En nuestro experimento,
no hubo cambios en la curva corriente-voliaje ni en el protocolo de pulsos pareados, lo que
permite inferir que la excitabilidad y los circuitos intrinsecos responsables de la inhibicidn-
potenciacion-inhibicion no han sido modificados por el tratamiento con la gpl20. )

Mientras Krucker demuestra que la potenciacién postetéanica (PPT) estd considerablemente
aumentada en las rebanadas de hipocampo, en nuestro estudio mostramos que la PPT esta
importantemente disminuida en los grupos tratados con ambas gpl20, tanto de VIF como de
VIH. Mientras el grupo control mostrd una espiga poblacional robusta de 240%, el grupo tratado
con YlF~gpI20 tuvo un incremento del 120%, el grupo ViH-gpl20 cerca del 90%. Ademas es
importante notar que el deterioro observado en el grupo control tratado con VIH-gpl20 hervida
fue diferente al grupo tratado con VIH-gp120, mismo que tuvo un incremento cercano al 160%.
Esto indica que a diferencia del estudio hecho por Kruker y cols., la potenciacién postetanica
estuvo deferiorada en los grupos que recibicron VIH-gp120 y ViF-gpl20.

Los ratones transgénicos muestran una disminucion en la LTP y en contraste, nuestro estudio
muestra un deterioro significativo de la LTP solo en el grupo tratado con 2pl20 denvado del

VIH. Esto hace suponer que el decremento de fa LTP en las ratas que recibicron VIH-gpi20
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puede ser debido a una deficiencia en los mecanismos involucrados en [a induccidn del mismo
tales como el sistema intracelular de segundos mensajeros {Schuz v cols., 1999; Davis y cols.,
2000).

¢) Del aspecto electrofisiolégico al aspecto bioquimico

Debido a que existe una estrecha relacion acerca de los mecanismos electrofisioldgicos en la
induccion y mantenimiento de LTP tanto en el giro dentado como en CA1 (Bliss y Collingridge,
1993), el siguiente paso fue determinar los mecanismos moleculares que participan en ambos.
Trabajos in vitro hechos por Chetkovich v Sweatt en 1993, demuestran que diferentes
manipulaciones en rebanadas de hipocampo tales como la aplicacion de NMDA | la estimulaciic'm
de alta frecuencia en las colaterales de Schaffer, o el incremento de K+ extracelular se
acompaiian de un aumento en la concentracion de AMP ciclico asi como la formacién de LTP.
En este trabajo, sefialan que este aumento de AMPc como el LTP son revertidos con el uso de
antagonistas (N-{(6-aminoexyl)-5-cloro-1- naftalenesulfonamida (W-7) v trifluoperazina (TEP)
para la calmodulina. Esto sugiere que Ia estimulacién tetanica estaria asociada a una activacion
de los receptores NMDA, con el consiguiente aumento de calcio intracelular seguido del
acopl‘amiento con la calmodulina. El complejo calcio/calmodulina. actuaria en sitios especificos
de la adenilciclasa para la formacion de AMPec. Trabajos realizados por Wu y cols., (1995) asi
como Wong y cols., (1999) donde producen animales transgénicos que no expresan la
adenilciclasa 1 y la adenilciclasa 8 (ACI y AC8), confirman que la adenilciclasa juega un papel
importante en la formacién de AMP(; para la induccidn y maﬁtenimiemo de la LYP, va que en
estos animales este fendmeno no se presenta. Posteriormente Otmakhova v cols., (2000) usando
el inhibidor de la adcnilciclasa, el SQ 22536, confirma la importancia de esta cascada. Esto

sustenta el hccho de que la formacidn de AMPc participa cn la formacion de LTP

33



postsinapticamente (Blitzer y cols., 1995; Schulz y cols., 1999), y que la produccidn de la
proteina cinasa A (PKA) es el siguiente paso critico de esta cascada molecular {(Nguyen y
Kandel, 1996), ya que sus inhibidores como el KT5720 (Huang y Kandel, 1994) , H89, PKI
{Otmakhova y cols, 2000) han mostrado bloqueo selectivo de la LTP.

Recientemente Westhal y cols, (1999) han demostrado que la PKA actuaria activando z los
receptores NMDA a través de una proteina Hamada yotiao, aumentando la conductancia en estos
receptores, permitiendo mas flujo de Cat++, contribuyendo al mantenimiento de la respuesta

potenciada

Estos resultados funcionales apoyvan los estudios hechos por Xia y cols, 1991, don:de
demostraron la distribucién del RNAm que codifica para la adenilciclasa que es sensible al
complejo calcio/calmodulina, y entre ellas se encuentra la neocorteza, hipoc_ampo (células
granulares y piramidales) y bulbo olfatorio. Recientemente se han identificado nueve tipos de
adenilciclasa, pero, solo la AC1, la AC3 y la AC8 son sensibles a Cat++ y calmodulina. La ACI
se ha detectado ademas en corteza entorinal, corteza olfatoria, cerebelo y glandula pineal (Xia y
Storm, 1997).

Davi\s y cols., 2000, hacen un estudio detallado en el giro dentado acerca de los pasos
moleculares posteriores a la formacion del complejo calcio/calmodulina, produccién de PKA y
PKC. Estos autores establccen que estas tres enzimas coinciden y actian en la cascada de la
MAPK/ERK (mitogen-activated protein kinase/extracellular-regulated kinase (MAPK/ ERK)
cascade), mismé que activaria por un lado al CRER (¢ AMP response clement-binding protein) a
través de Rsk2 (CREB kinase ribosomal protein S6 kinase) y por otro lado activaria en forma
directa a Elk-1 (que es un complejo MAPK sc-Jun N-terminal protein kinase (JNK), p38, and

ERK).
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Por un lado CREB activaria al sitio CRE localizado en las regiones promotoras de los genes
inmediatos tempranos (IEGs), en tanto que Elk-1 es un regulador transcripcional de la expresién
de genes y actuaria a través del SRE (serum response element) para la regulacién en la induccion
de IEGs. Esto seria responsable de la produccion de proteinas y mantenimiento de la LTP (Davis
y cols., 2000).

Se ha demostrado que en la induccién de la LTP existen dos fases donde hay aumento de CREB.
La primera ocurre a los 5 minutos con un pico méximo a los 30 minutos y la segunda ocurre a
partir de las 2 hr manteniéndose al menos hasta 24 horas. Se piensa que la primer fase se debe a
!z activacion de CREB porla CAMKII ¥ la segunda por la PKA (Schultz y cols., 1999).
d) Potencial efecto de la gpt20

Por tanto, en nuestros experimentos, la gpl120, estaria interfiriendo postsinéptic_:amente en dos
niveles. Primero, la potenciacion postetanica deficiente observada en los dos grupos tratados
tanto con el VIH-gp120 como con el VIF-gpl120, hace suponer que hay una deficiencia en la
activacion de los receptores NMDA. Aunque se demostrd que tanto la excitabilidad del sistema
(protocolo de corriente-voltage) estaba conservada, asi como los mecanismos de regulacidn de la
excitabilidad (protocolo de pulsos pareados). la induccidn de la PTP demosiré que el sistema de
induccion (receptores NMDA) en los grupos tratados con gp120 estaba deteniorada.

Esto hace pensar que probablemente exista una regulacién negativa de los receptores por
estimulacién continna de los mismos por la gpl120 durante el tratamiento por cinco dias. Esto
esta apovado por los trabajos de Pattarini v cols. (1998) donde describen que el sitio para la
glicina en ¢l recepior NMDA es el responsable de 1a entrada masiva de Ca”™, y la consecuente
neurotoxicidad por niveles altos de Ca'™ cuando se administra gp120. Pensando en csta
posibilidad, tal vez [a estimulacion continua de los receptores NMIA en los sitios de glicina por
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la gpl20 durrante el tratamiento por cinco dias contribuve a un aumento de calcio intracelular
con el consiguiente efecto en [a regulacion negativa de los receptores a nivel postsindpticos.
Trabajos hechos por Cebers y cols., {1999) indican que el aumento continuo de glutamato por
inhibicion de su recaptura (manteniendo los niveles por debajo de la dosis neurotoxica), o bien,
el uso de agonistas de glutamato, tiene un efecto en la funcion del receptor NMDA.

Por una parte, se ha comprobado que existe una disminucién en la funcion de los receptores
NMDA después de una estimulacion prolongada, ya que los niveles de RNAm de las
subunidades NR1 y NR2A estd disminuido (Rensik y cols, 1993). y por otra parte existe la
posibilidad de que exista una disminucién en su densidad poblacional (Rensik v cols., 1996).
Esta regulacion negativa de los receptores NMDA por gpi20, pero no de los receptores AMPA o
de las interneuronas GABAergicas, pudiera ser la explicacion a la ausencia de_ cambios en la
excitabilidad o de alteracion de los circuitos que controlan la inhibicidn-potenciacion-inhibicion.
Por tanto la falta de activacion de los receptores NMDA podria explicar la activacién de la
cascada molecular de segundo mensajero a traves de la induccion de AMPe,

La segunda forma en que la gpl20 pueda interferir con el deterioro de los segundos mensajeros
es a través de los receptores a quimiocinas CXCR4 y CCRS (Catani ¥ cols., 2000), y a través de
estos, inducir la activacién de proteina G inhibitoria (G1) (Zheng y cols., 1999y 1999, Klein y
cols., 1999). Esfos autores han mostrade ademéas que la gp120 y diferentes viriones del VIH
(producidos en linfocitos T) inhiben la produccidon de AMPc, e incrementan el 1,4,5-trifosfato,
aumentan cl calcio intracelular y producen apoptosis en neuronas.

Meucci y cols. (1998) describicron la existencia de receptores a quimiocinas en neuronas
hipocampales. Estos receptores son: CCR1, CCR4, CCR5, CCRY9/10, CXCR2. CXCR4,
CX3CRI1 y receptor a la fractalina. Experimentos de imagenologia con Fura-2 indican la
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existencia de dos tipos neuronales. El primero de ellos muestra imigenes donde las
concentraciones de calcio son estables y cuando se les agrega estas quimiocinas o la gp120 existe
un incremento de calcio intracelular. El segundo grupo neuronal presenta oscilaciones en la
concentracion de Ca, y practicamente no hay efecto ante la administracidn de citocinas. Por otro
lado, esas oscilaciones desaparecen cuando se aplican antagonistas a NMDA. Cabe aclarar que
los efectos de la citocinas fueron directos, ya que los experimentos fueron hechos en culiivos
reuronales ausentes de células gliales.

Por todo lo anterior podemos supaner que los efectos tante en el deterioro de la memoria espzcial
y como de la produccién de LTP v AMPc en los grupos tratados con el VIH-gpl20, se esta
interfiriendo con la cascada molecular de eventos que estarian participando en esta cascalda
molecular para la activacion de PKA y la produccion de proteinas que participen en la
plasticidad neuronal.

Por otro lado, los resuitados obtenidos en el estudio de ciclo suefio-vigilia, indican que el estado
de vigilia esta alterada, ya que los animales tratados con ambas glicoproteinas muestran un
aumento en el tiempo que estan despiertos durante el periodo de luz, cuando normalmente fas
ratas controles estin dommidas y en caso contrario, muestran una disminucién de] estado de
vigilia en el periodo de obscuridad, cuando las ratas controles tienen el maximo nivel de vigilia.
Asimismo, el grupo HIV-gp120 present6 un incremento significativo del SOL1 durante todas las
24 horas de registro, en tanto que el grupo VIF-gp120 mostré un incremento solamente a las
13:00, 21:00 y 01:00 horas. A su vez, la evaluacion del SOL2 y del suciio MOR indica una
reduccidn significativa en ambos grupos. El cambio en la distribucidn de la vigilia y el aumento
del SOL1 apoya las observaciones en pacientes portadores del VIH (Wiegand y cols., 1991;

Kubicki y cols., 1988; Noran y cols., 1990; Darko y cols.. 1992; 1995a y 1995b; White v cols |
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1993), ya que en estos, existe un aumento del estado 1 del suefio y un aumento en el nimero de
transiciones a vigilia. En nuestros animales existio un incremento en la frecuencia de transiciones
del SOLL! a vigilia, pero no fueron significativas. Por otra parte, el deterioro en el suefioc MOR se
realciona con los mecanismos relacionados a la consolidacion de la memonia y cuando se
interfier con este evento (por ejemplo la privacién del suefio MOR), existe un aéﬁcit conductual
en tareas de aprendizaje (Roehrs y Roth, 2000; Kunz y Herrmann, 2000). Otros estudios indican
que la reduccidn del suefio MOR se acompaiia también de un deterioro de la memoria (Skagaggs
y cols., 1896) y podria contribuir a los cambios conductuales ebservados en las ratas tratzdas con
gpl20. _
Por tanto, podemos decir que son varios los factores que estan alterados por la adminjstracién de
la gp120 tanto de VIF como de VIH por tanto nuestras conclusiones serian las siguientes.

3.8 CONCLUSIONES

La gp120 puede tener un efecto directo en las neuronas, aunque los mecanismos potenciales

serian a través de los receptores NMDA, por tanto:

a) Esto ayuda a explicar la ausencia de los cambios de excitabilidad en los grupos tratados con
V_‘IF—gp120 y VIH-gpl20, ya que los receptores NMDA no participan en la transmision basal
en el hipocampo, y en este caso, los receptores responsables de la transmision basal son los
receptores AMPA.,

b) La ausencia de cambios en los pulsos pareados nos indica que los circuitos neuronales en el
giro dentado sc encuentran funcionales, y en este caso podemos decir que no existe un deficit
en la regulacion GABAergica involucrado en la curva inhibicién-potenciacidn-inhibicidn.

c) El déficit observado en la potenciacion postetanica reflgja un detertoro en la funcién de los

receptores NMDA y esto poedria ser consccuencia del deterioro producido por la
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d)

g)

h)

D

administracion intracerebroventricular tanto de VIF-gpl20 como de VIH-gpl20, y
probablemente la regulacion negativa de los receptores NMDA sea responsable de este
efecto.

El déficit funcional de los receptores NMDA podria ser responsable del déficit en la
activacion de los segundos mensajeros a través de la activacién de la adenilciclasa,
provocando como consecuencia una disminucion en la preduccion de AMPe y por tanto el
deterioro de la potenciacién de largo plazo.

El deterioro de la potenciacién de largo ptazo en el grupo tra:zdo con VIH-gpl20 puede
explicar el deterioro en el aprendizaje espacial observado en ¢t laterinio de Barnes.

Aunque es importante sefialar que la LTP no estuvo significativamente deteriorada en ¢l
grupa tratado con VIF-gpl20, el efecto en la potenciacion postetanica podria contribuir al
deterioro observado en la memoria espacial, aunque cabe sefialar que la curva de aprendizaje
mejoro en este grupo mas rapido que el grapo tratado con ViH-gpl120.

La disminucidn en la produccién de AMPc apoya la participacion de eventos moleculares
encargados de la plasticidad neuronal en la memorniay LTP.

Ademés de todo lo anterior, la alteracion de los estados de alerta (ciclo suefio/vigilia) puede
contribuir al deterioro conductual y apoyan las alteraciones observadas en pacientes
portadores del VIH en la fase latente tardia y de SIDA.

Nuestros resultados indican también que la gp120 derivada tanto del VIH como del VIF
cavsan cambios conductuales y electrofisiolégicos similares a los observados en los pac-iente
portadores del VIH, asi como los que estin en el periodo clinico de SIDA.

Otro mecantsmo potencial scria el efecto de la gpl20 en los receptores a quimiocinas

acoplados a las proteinas G inhibitorias. En ¢ste caso, la disminucion resultante de AMPe, v
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