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I. RESUMEN 

El péptido amiloide beta (Aß) - componente principal de las placas neuríticas 

(PN) - está involucrado en la pérdida de la memoria y la neurodegeneración que se ob-

serva en cerebros de pacientes que padecen la enfermedad de Alzheimer. Se ha postula-

do que los agregados del Aß, ejercen efectos tóxicos sobre las neuronas, vía estrés oxi-

dativo. La forma más toxica del Aß, es la que está formada de 42 aminoácidos (Aß1-

42). Las evidencias apuntan que la fracción 25-35 del Aß (Aß25-35), es el dominio fun-

cional neurotóxico. Estudios in vitro sugieren que la metionina localizada en la posición 

35 es la responsable del daño oxidativo. El uso de antioxidantes, como los flavonoides, 

evita el daño que causa el Aß25-35. Nosotros proponemos que el Aß25-35 produce de-

terioro cognitivo mediado por el estrés oxidativo. De ahí que, en este trabajo evaluamos 

el efecto del Aß25-35, inyectado en el hipocampo de ratas. Realizamos la prueba del 

aprendizaje y la memoria espacial; cuantificamos la formación de especies reactivas de 

oxígeno (ROS) y peroxidación de lípidos (PL) a diferentes tiempos y realizamos inmu-

nohistoquímica para GFAP, como marcador de gliosis. Además, utilizamos un pretra-

tamiento con flavonoides. Los resultados muestran que el Aß25-35, produce pérdida del 

aprendizaje y la memoria, incrementa la formación de ROS y PL; aumenta el número de 

astrocitos reactivos. El pretratamiento con la Epicatequina (EC) - la EC fue el flavonoi-

de con mejor protección al daño producido por el Aß25-35 - evitó la pérdida del apren-

dizaje y la memoria, disminuyó la formación de ROS y PL y disminuyó el número de 

astrocitos reactivos. Los resultados sugieren que el Aß25-35, causa la pérdida del 

aprendizaje y la memoria, a través de daño oxidativomediado por el estrés oxidativo. El 

efecto protector de la Epicatequina sustenta esta hipótesis. 

Palabras clave: enfermedad de Alzheimer, estrés oxidativo, amiloide beta (25-35), Epi-

catequina. 
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Abstract 

Beta amyloid peptide (Aß), the main component of neuritic plaques (NP), is 

involved in memory loss and neurodegeneration seen in the brains of Alzheimer’s 

patients. It has been postulated that Aß aggregates exert toxic effects on neurons via 

oxidative stress, the most toxic form of Aß consisting of 42 amino acids (Aß1-42). 

Evidence suggests that the sequence Aß 25-35 (Aß25-35) is the neurotoxic functional 

domain. In vitro studies also suggest that methionine located at position 35 is 

responsible for oxidative damage. The use of antioxidants such as flavonoids, have been 

shown to prevent damage caused by Aß25-35. We propose that the Aß25-35 produces 

cognitive impairment mediated by oxidative stress. In this study, the effects of Aß25-35 

were evaluated after its injection into the rat hippocampus. Spatial learning and memory 

were tested, the formation of reactive oxygen species (ROS) and lipid peroxidation (PL) 

at different times was quantified, and immunohistochemistry for GFAP, as a marker of 

gliosis, was performed.  The effects of pretreatment with flavonoids were also 

investigated.  The results indicate that Aß25-35 was able to produce learning 

impairment and memory loss, increased the formation of ROS and PL, and increased 

the number of reactive astrocytes. Pretreatment with the flavonoid Epicatechin (EC) 

provided significant protection from the damage caused by Aß25-35; learning and 

memory were not affected and the formation of ROS and PL decreased, as well as the 

number of reactive astrocytes. In conclusion, results suggest that Aß25-35 causes 

learning impairment and memory loss, through oxidative damage to the hippocampus, 

that its effects can be counteracted by flavonoids, specifically Epictechin. 

Keywords: Alzheimer's disease, oxidative stress, amyloid beta (25-35), Epicatechin. 
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II. INTRODUCCIÓN 

La enfermedad de Alzheimer (EA), es una enfermedad neurodegenerativa que 

clínicamente se caracteriza por la pérdida de la memoria. Existen dos tipos de EA, la 

familiar y la esporádica. La familiar, representa menos del 10 % del total de casos, la  

mayoría de estos casos presenta mutaciones en tres genes localizados en los cromoso-

mas 21, 14 y 1. El 90 % de los casos de EA es de origen desconocido. Se han determi-

nado diversos factores de riesgo involucrados, por lo que se dice que es de tipo multi-

factorial.  

Independientemente del tipo de EA que se presente en los pacientes, se han en-

contrado dos características que son los indicadores claves de la patología; la placa neu-

rítica, formada por agregados del pétido Aß y la maraña neurofibrilar, comuesta de 

agregados intraneuronales de proteína tau hiperfosforilada.  

La forma más toxica del Aß, es la que está formada de 42 aminoácidos (Aß1-

42). Se ha demostrado que el Aß1-42, produce deterioro cognitivo. Las evidencias 

apuntan que la fracción 25-35 del Aß (Aß25-35), es el dominio funcional neurotóxico. 

Uno de los mecanismos implicados, en el proceso de neurotoxicidad del Aß25-35, es el 

estrés oxidativo (EO), sugieriendose que la metionina -localizada en la posición 35 - es 

la responsable del daño oxidativo de esta fracción. El uso de moléculas con actividad 

antioxidante disminuye el efecto tóxico de este péptido, indicando de manera indirecta 

la participación del EO en el mecanismo de daño. Sin embargo, no es clara la relación 

entre el deterioro cognitivo y el estrés oxidativo que genera esta fracción.  

En este trabajo utilizamos el modelo de inyección intrahipocampal del Aß25-35, 

en ratas Wistar. Evaluamos el aprendizaje y la memoria como indicadores de deterioro 

cognitivo; cuantificamos las especies reactivas de oxígeno (ROS) y la peroxidación de 
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lípidos (PL), como marcadores de estrés oxidativo, e inmunohistoquímica para GFAP, 

como marcador de astrocitos reactivos. Además utilizamos pretratamiento con flavo-

noides, como inhibidores del estrés oxidativo, y con ello demostrar el efecto pro-

oxidante del Aß25-35. 

Los datos presentados en este trabajo, demuestran que el péptido Aß25-35 pro-

duce deterioro en el aprendizaje y la memoria; aumenta la formación de ROS y PL, 

además de astrocitosis. Estos resultados sugieren que el péptido Aß25-35 ejerce daño 

vía estrés oxidativo. El pretratamiento con los flavonoides, demostró que la Epicatequi-

na, fue la molécula que inhibió mejor el deterioro cognitivo. La Epicatequina inhibió el 

estrés oxidativo y disminuyó la activación de los astrocitos.   

Los resultados que mostramos dan evidencia de que el péptido Aß25-35 produce 

deterioro cognitivo mediado por el estrés oxidativo. Este efecto se puede prevenir con 

antioxidantes como la Epicatequina. 
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III. ANTECEDENTES 

3.1 La enfermedad  de Alzheimer (EA) 

Hace un poco más de 100 años, Alois Alzheimer dio lectura a la descripción del 

primer caso de la enfermedad de Alzheimer en un congreso en Tubingen Alemania. El 

caso que describió Alzheimer fue de una paciente femenina, de 51 años (August D.), la 

cual mostraba deterioro en la memoria, principalmente. Las muestras del cerebro, de la 

autopsia realizada a Auguste D, mostraron los dos marcadores histopatológicos caracte-

rísticos de la enfermedad: las placas neuríticas (PNs) y las marañas neurofibrilares 

(MNFs). Estos hallazgos fueron publicados en 1907, y más tarde Kraeplin refirió este 

caso como “enfermedad de Alzheimer”, en su publicación sobre demencias en 1910 

(Allen, 2007).  

Los síntomas iníciales de la EA con frecuencia son sutiles y un deterioro inter-

mitente en la realización de tareas de la vida cotidiana. En estados avanzados de la en-

fermedad, se desarrolla una demencia profunda, los pacientes están desorientados en el 

tiempo y espacio, y a veces, no pueden identificar aún miembros cercanos a la familia. 

La muerte ocurre, en promedio, a los 9 años después del diagnostico clínico inicial y es 

causado principalmente por complicaciones respiratorias como aspiración o neumonía 

(Maurer y cols, 1997). El diagnóstico definitivo de la EA sólo podrá efectuarse a través 

de un estudio neuropatológico post morten (De León y cols, 1999). 

Hasta ahora los criterios que definen a la EA son escasos: la presencia de una 

demencia progresiva, y de las PNs y las MNFs. Debido a la presencia de alteraciones en 

moléculas tales como: la proteína precursora del amiloide, la proteína tau hiperfosfori-

lada, las enzimas alfa- beta- y gamma- secretasas (α- ß- y γ- secretasas), la apolipopro-

teína E, neurotransmisores, receptores, entre otras, probablemente, la enfermedad se 

describa mejor como un síndrome, que resulta de la alteración de diferentes vías. 



3.1.1 Prevalencia de la EA 

La EA es la forma más común de demencia, abarca entre el 50 % y 60 % de to-

dos los casos. La prevalencia de la EA, incrementa con la edad, afecta aproximadamente 

entre el 1 % y el 3 %  de la población de 60 años de edad,  del 3% al 12% de la pobla-

ción entre 70 y 80 años, y por arriba del 25 % al 35 % a la población de 85 años o más 

(Walsh y Selkoe, 2004). Considerando que la esperanza de vida se incrementa constan-

temente no sólo en los países industrializados, se estima que para el 2020 aproximada-

mente el 70 % de la población mayor de 60 años pertenecerá a países en vías de desa-

rrollo, lo que podría incrementar la prevalencia de la EA (López-Pousa 2002).  

En México aún no existen estudios epidemiológicos que demuestren la preva-

lencia de la EA. En 1999 se realizó una encuesta sobre salud y bienestar (SABE) y se 

encontró que el 10.8 % de la población de adultos mayores tuvieron padecimientos neu-

rológicos. En la tabla 1, se observan las diez principales causas de años de vida saluda-

ble (AVISA) perdidos tanto para mujeres como para hombres. Las mujeres presentan 

dentro de sus principales problemas de salud, demencia y enfermedad de Alzheimer. A 

diferencia de las mujeres, los hombres mostraron depresión unipolar mayor o accidentes 

vehículares (Lozano y cols, 2006). 

Principales causas de AVISA perdidos por sexo, México 2005 

 
Tabla 1. El peso de la Enfermedad de las Mujeres en México, 2005. Dirección General de Información 
en Salud. Secretaría de Salud. 
 

6 
 



7 
 

3.1.2 Factores de riesgo asociados a la EA 

La edad sigue siendo el principal factor de riesgo, la prevalencia se duplica cada 

5 años después de los 60 años de edad (Launer y cols 1999; Walsh y Selkoe, 2004).  

El género femenino se asocia con un riesgo mayor de padecer la EA. En la en-

cuesta SABE se confirmó que las mujeres presentan mayor longevidad (77.1 años) con 

respecto a los hombres (72.5 años). Se ha sugerido que los estrógenos, al estar dismi-

nuidos en la etapa post-menopáusica hacen vulnerables a las neuronas frente a diferen-

tes agentes tóxicos (Kolsh y Rao, 2002). Se sabe que los estrógenos a nivel cerebral 

tienen actividad antioxidante, participación en la actividad y expresión de enzimas coli-

nérgicas y el factor de crecimiento nervioso (Hebert y cols, 2001; Alberca y cols, 2002; 

Lambert y cols, 2004). 

La EA familiar (EAF), es hereditaria en forma autosómica dominante y está li-

gada a mutaciones en los cromosomas 21, 14 y 1 (Selkoe, 2001). En el cromosoma 21, 

se encuentra el gen que codifica para la proteína precursora del amiloide (APP, Amy-

loid beta Precursor Proteín), en el cromosoma 14 está el gen que codifica para la prese-

nilina 1 (PS1), y en el cromosoma 1, se encuentra el gen que codifica para la PS2 (She-

rrintong y cols 1995; Ling y cols 2007; Bertram y Tanzi, 2008). Las PS son componen-

tes de la gama secretasa y se presume que son las responsables del corte de la APP. Otro 

gen de riesgo es el que codifica para la ApoE se localiza en el cromosoma 19, teniendo 

tres variantes polimórficas ApoE2, ApoE3 y ApoE4. La ApoE4, incrementa tres veces 

el riesgo de padecer la EA en individuos heterocigotos y 15 veces en homocigotos 

(Zannis  y cols. 1981; Holtzman 2001). La ApoE esta involucrada en el transporte del 

colesterol, se sugiere que ApoE4 facilita la acumulación del Aß. 

.  



Algunos estudios epidemiológicos, sugieren el traumatismo craneoencefálico, 

una dieta de alto contenido calórico, un estilo de vida sedentario y la exposición a meta-

les pesados, pueden incrementar el riesgo de padecer la EA (Schmand y cols, 1997; 

Mayeus, 2003; Mattson, 2003; Bush y cols, 2003). 

3.1.3 Neuropatología de la EA 

El análisis macroscópico post-mortem de los cerebros de pacientes con EA seve-

ra, revela una reducción significativa en el tamaño del cerebro, adelgazamiento de los 

giros corticales, agrandamiento de los surcos y dilatación de los ventrículos (Fig. 1). Se 

estima una pérdida del 40 % de neuronas piramidales en la corteza, del 68 % de neuro-

nas en la región CA1 del hipocampo y del 40 al 70 % en núcleos sub-corticales como el 

núcleo dorsal de  rafe, locus coeruleus y núcleos basales (Esiri, 2007). 

 

 

 

Fig 1. En el cerebro de un paciente con EA (B) se observa una disminución del tamaño y un adelgazamiento de los 
giros en el lóbulo temporal y frontal (flechas en amarillo) en comparación con el cerebro de una persona normal (A). 
Los cortes coronales del cerebro de pacientes con EA (D), muestra un aumento en la profundidad de los surcos, se 
observa dilatación de los ventrículos (flechas en blanco),  comparado con un cerebro normal (C). (Imágenes tomadas 
de Mattson,  2004). 

DB C A

 

Existen diferentes componentes a nivel microscópico (Fig. 2), las lesiones más 

distintivas observables son las PNs y MNFs. Se observa degeneración neuronal, gliosis, 

degeneración granulovacuolar (DGC), angiopatia amiloide o congofila e inclusiones 

citoplasmáticas eosinófilas denominados cuerpos de Hirano (CH). Es importante aclarar 

que la DGV y los CH no son marcadores específicos de la EA (Esiri, 2007). 
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Fig. 2. Lesiones microscópi-
cas observada en la EA. Las 
PNs (A) y MNFs (B) teñidas 
con Thioflavin S. La astroci-
tosis se observa con una 
inmunohistoquímica para 
GFAP (C). Los vasos sanguí-
neos también muestran depó-
sitos del Aß, principal mente 
en la pared de los vasos (D). 
Se puede apreciar la DGV (E) 
y los CH (F). (Fotos tomadas 
de, Mann 1985; Terry y cols 
1991,1999, excepto la C que 
corresponde al Lab. Experi-
mental de Enfermedades 
neurodegenerativas). 
 

 

Las placas pueden tener un “núcleo” denso de proteína amiloide, en forma de 

hojas beta plegadas, tienen tamaño variable, de 5-200µm de diámetro, éstas pueden ser 

de naturaleza “neurítica” (PNs, rodeadas e infiltradas por neuritas degeneradas) o difu-

sas. En las placas difusas, las cuales son más abundantes, los amiloides no están en 

hojas beta plegadas y requieren de anticuerpos para ser visualizados (Ghiso y Frangio-

ne, 2002). La naturaleza y el desarrollo preciso de las placas han sido de gran interés, 

dado que se conoce que las mutaciones que causan la EAF, involucran alteraciones en la 

APP, favoreciendo la generación del Aß. Aunque, se sabe que el Aß es el principal 

constituyente de las PNs, se han encontrado otras proteínas asociadas, incluyendo enzi-

mas como acetilcolinesterasa y α-1-antiquimotripsina, el componente P amiloide, apoli-

poproteína E y J, entre otras. 

Las MNF se observan al microscopio como una maraña compuesta por fibrillas 

entrelazadas, insolubles, conocidas como filamentos helicoidales apareados (FHA), su 

principal constituyente es la proteína tau hiperfosforilada. Se sabe que la función nor-

mal de la proteína tau es unir y estabilizar a los microtúbulos, los cuales forman el ci-

toesqueleto de la neurona y es importante en el transporte de proteínas en la neurona. 

Este proceso de unión y estabilidad de los microtúbulos se da mediante un proceso de 
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fosforilación y defosforilación mediado por la acción enzimática de cinasas y fosfatas 

(Alonso, 1997). Si la proteína tau fosforilada no se defosforila es incapaz de unirse a los 

microtúbulos, generando así la polimerización de la proteína tau fosforilada en filamen-

tos enrollados, los filamentos enrollados se entrelazan, formando así los FHA de tau 

(Goedert, 1993; Lee, 1995; Iqbal y cols, 1998; Brion y cols 2001). Los FHA, son estruc-

turas anormales intracelulares que se forman en el pericario de la neurona. Al igual que 

las placas, se observan con tioflavina S o anticuerpos específicos para la proteína tau 

hiperfosforilada. Su tamaño está en relación al tipo neuronal en la que se encuentran. 

Las MNFs no sólo están presentes la EA, sino también en otras enfermedades demen-

ciales. Una de las hipótesis que contrapone a la hipótesis amiloide, sugiere que el primer 

evento es la hiperfosforilación de la proteína tau, lo que conlleva a la despolimerización 

de los microtúbulos, generando así los FHA - constituyentes principales de las MNFs -, 

lo que da como resultado la muerte neuronal (Iqbal y cols, 1989). 

Wilcock y Esiri (1982) reportaron una correlación entre la demencia con la for-

mación de MNFs y una asociación menor con las PNs. Pero, desde que se sabe que las 

mutaciones en APP, causan un incremento en la formación del Aß y que también con-

lleva a la formación de MNFs, se sugiere que puede darse una asociación entre estos 

dos marcadores. Esto aún esta en discusión en términos de la patología molecular; sin 

embargo, en términos de conexiones anatómicas hay evidencias que sugieren que las 

PNs se encuentran en las terminaciones de los axones y las dendritas de las neuronas 

con MNFs. Esto sugiere una situación en donde los axones de las neuronas están afecta-

dos retrógradamente por depósitos de Aß u oligomeros de Aß, impidiendo la sinapsis. 

En este sentido se están realizando modelos, que involucra alteraciones de Aß y tau, 

para esclarecer la interacción entre el péptido Aß y la proteína tau (Lewis y cols, 2001; 

Gotz y cols, 2004). 
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3.1.4 El péptido Aß 

El término amiloide es utilizado para algunos péptidos que bajo condiciones fi-

siológicas se agregan para formar filamentos insolubles de 7-9 nm de diámetro, y están 

constituidas por hojas anti-paralelas ß-plegadas; al unirse al rojo congo exhiben birre-

fringencia verde observadas en microscopia de luz polarizada (Klunk y cols 1989).  

3.1.4.1 Procesamiento de la proteína precursora del amiloide beta o APP para la 

generación del  péptido Aß 

Los depósitos proteicos presentes en tejido de cerebros humanos con EA, son 

agregados multiméricos de un polipéptido de 4KDa, de aproximadamente 40 residuos 

de aminoácidos, conocido como el péptido amiloide-beta (Aß) (Glener y Won, 1984, 

Masters y cols 1985). Tras la identificación de la secuencia de aminoácidos del Aß, se 

demostró que este péptido se derivaba de una proteína precursora mucho más larga, la 

APP. La APP tiene características de una glicoproteína de membrana tipo 1, con un 

dominio largo hidrofóbico amino-terminal, extracelular, un sólo dominio hidrofóbico 

transmembranal y un dominio corto hidrofóbico carboxilo-terminal citoplamático (Tur-

ner y cols 2003). Es codificada por un sólo gen y se encuentra localizado en el brazo 

largo del cromosoma 21 (21q21), éste gen contiene 19 éxones y existen al menos 8 va-

riantes por splicing alternativo de los éxones 7, 8 y 15, que tienen un patrón de expre-

sión específico celular, las formas más comunes son de 695, 751 y 770 residuos de ami-

noácidos. La APP se expresa en todos los tejidos; la APP de 695 aminoácidos, es la 

forma más común en el cerebro (Kang y cols, 1987; Patterson y cols, 1988; Yoshikai y 

cols, 1990).  

En los mamíferos existe la APP y otras proteínas relacionadas con esta como 

APPL1 y APPL2 (Amyloid beta Precursor Proteína-Like 1 y 2). Ésta familia de proteí-

nas, así como sus productos de secreción, han sido relacionadas con funciones celulares 
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importantes, como moléculas de adhesión celular, el crecimiento neurítico, la arboriza-

ción neurítica, la sinaptogénesis, la plasticidad sináptica, la excitabilidad neuronal, el 

transporte axonal, como reguladoras de la división celular en el tallo cerebral, regulado-

ras de vías de señalización a receptores acoplados a proteínas G, como elementos de 

cascadas de señalización reguladas por cinasas, como inductor de la transcripción de 

genes, reguladoras de la homeostasis de calcio y de cobre, así como actividades neuro-

tróficas y neurotóxicas (Reinhard y cols, 2005, Cappai y cols, 2007).  

El proceso de corte de APP sigue dos rutas: la no amiloidogénica, se da por la 

acción de la - y -secretasa. La -secretasa corta entre lisina (K) 687 y (L) leucina 688 

secretando una APP-α soluble, N-terminal y un fragmento C-terminal (FCT) de 83 ami-

noácidos (C83). La acción de la -secretasa inhibe la formación del Aß, debido a que 

corta en K17 y L18 de dicho péptido. La -secretasa corta el FCT dentro del dominio 

trans-membrana entre valina (V) 711 e isoleucina (I) 712 o alanina (A) 713 y treonina 

(T) 714, generando el péptido p3 y un dominio intracelular de APP (DICP). La otra vía 

alterna denominada amiloidogénica, se da por la acción de la ß- y -secretasa. La ß-

secretasa corta entre metionina (M) 671 y ácido aspártico (D) 672 para formar PPAß 

soluble y un FCT unido da la membrana de 99 aminoácidos (C99), la -secretasa corta 

el FCT en el mismo sitio descrito en la vía no amiloidogénica, generando el péptido Aß 

de 40 a 43 aa (Evin y Weidemann 2001; Turner y cols, 2003). Se ha sugerido que la 

familia de las ADAM (a desintigrin and metalloproteins) tienen actividad -secretasa 

(Buxbaum y cols, 1998; Lammich y cols, 1999). Las que tienen actividad ß-secretasa 

han sido denominadas como BACE (ß-site APP Cleaving Enzyme) (Lin y cols 2000; 

Sinha y cols, 1999). La -secretasa es un complejo multimérico y comprende presenili-

nas (PS1 y PS2), nicastrina, aph1 (anteriux pharinge-1) y phen-2 (presenilin enhencer-

2) (Nunan y Small 2000, Fig. 3). 



Fig. 3. Representación de los sitios de corte de la APP, para la genera-
ción del péptido Aß1-40/ Aß1-42, por acción de la - y -secretasa.  

El vínculo genético que existe en la EA, es el argumento más fuerte para consi-

derar que el Aß, juega un papel central en la patogénesis de la EA y no es solo un epife-

nómeno. Esto dio pie a postular “la hipótesis del amiloide” (Hardy y Selkoe, 2002).  

3.1.4.2 La hipótesis de la cascada del amiloide 

La hipótesis de la cascada del amiloide es una de las mejores sustentadas acerca 

de la génesis de la EA. En resumen, se sugiere que los cambios graduales en la regula-

ción de la concentración del péptido Aß en el cerebro, inician la cascada amiloide. Las 

concentraciones del péptido Aß pueden incrementarse por un aumento de su producción 

o una disminución en la depuración. La relación Aß1-42/1-40 puede aumentar por mu-

taciones en tres diferentes genes APP, PS1 y PS2, los cuales causan EAF. Este incre-

mento relativo de Aß1-42 aumenta la formación de oligómeros, el cual causa cambios 

sutiles en la función sináptica que luego se tornan severos y permanentes. En paralelo, 

el Aß1-42 forma depósitos visibles al microscopio en el parénquima cerebral, primero 

como placas difusas, que más tarde comienzan a adquirir la forma fibrilar del Aß, coin-

cidiendo con la presencia de una respuesta inflamatoria local, la pérdida de espinas den-

dríticas y la formación de neuritas distroficas. Al paso del tiempo, estos eventos resultan 

en estrés oxidativo, alteraciones en la homeostasis de iones como el calcio, y un gran 
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número de cambios bioquímicos adicionales. Las MNFs se pueden inducir por la activi-

dad alterada de cinasas y fosfatasas y contribuir a los defectos adicionales, incluyendo 

algunos del transporte axonal. La cascada termina afectando gran parte de la función 

sináptica y neuronal culminado en la muerte celular, lo que se refleja en la demencia 

progresiva asociada con una severa patología de Aß  y tau (Hardy y Higgins 1992; Sel-

koe, 1999; Selkoe 2000; Hardy y Selkoe, 2002. Fig 4). 

 

Fig 4. Diagrama de la hipótesis de la “cascada del amiloide”, en la EA (Hardy y Selkoe, 2002) 

A pesar de que algunas veces los hallazgos se consideren contradictorios para la 

hipótesis del Aß, existe la evidencia genética indiscutible de que la APP está asociada al 

desarrollo de la EAF que es difícil de contradecir. En este sentido, se han diseñado ex-

perimentos, para establecer y validar modelos de toxicidad con el Aß, para entender que 

papel juega en la EA. Existen un gran número de evidencias que apuntan a que el pépti-
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do amiloide beta (Aß) juega un papel etiológico en el desarrollo de la EA, resumido en 

los siguientes puntos: 

1) Los depósitos del péptido Aß están universalmente asociados con casos clínicos de la 

EA y parecen ser proporcionales a la severidad del déficit cognitivo (Dickson y cols, 

1995) 

2) El cromosoma 21, contiene el gen que codifica a la APP, la trisomia 21 (síndrome de 

Down) genera la formación excesiva de la APP, lo que conlleva a depósitos tempranos e 

inicio temprano de demencia (Lemere y cols, 1996). 

3) Los casos familiares de Alzheimer frecuentemente tienen una mutación en la APP 

(Ling y cols 2007). 

4) Numerosos estudios han mostrado que los péptidos amiloideos pueden ser tóxicos 

para las neuronas y otras células, pueden inhibir procesos involucrados en la memoria 

tal como la potenciación a largo plazo (Walsh y cols 2002). 

5) La infusión de Aß o su sobreexpresión en ratones causa un síndrome en animales con 

depósitos de amiloide, pérdida sináptica, déficit cognitivo. Sin embargo, la pérdida neu-

ronal franca no se ha visto (Cullen y cols, 1997; Nalbantoglu y cols 1997). 

6) Vacunas contra la Aß previenen o revierten el síndrome tipo Alzheimer en ratones 

transgénicos (Schenk y cols, 1999). 

3.1.4.3 Toxicidad del Aβ 

Un factor común involucrado en el mecanismo de toxicidad del Aß es la forma-

ción de dimeros, oligomeros y polimeros (Roher y cols 1996; Harper y cols, 1999; Pike 

y cols 1993; Lorenzo y Yankner 1994). Los primeros estudios realizados en cultivo 

primario de células corticales e hipocampales, expuestas a el Aß mostraron tanto efectos 

tróficos como tóxicos del péptido (Withson y cols, 1989, Yankner y cols, 1990). La 

razón de este efecto dual, se debió a que las condiciones de los cultivos eran variables. 
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En general, en los cultivos celulares, se han podido describir los parámetros que in-

fluencian el grado de toxicidad del Aß, entre ellos son: la alta densidad celular exhibió 

un índice más lento de muerte celular, comparado con cultivos de baja densidad celular, 

la degeneración ocurre durante 24-96 h, a concentraciones relativamente altas del pépti-

do (10 a 100μM) y el factor quizás más importante, fue el estado de agregación del pép-

tido Aß (Pike y cols, 1991, Pike y cols, 1993; Delobette y cols, 1997). Se sugiere que 

existe una vulnerabilidad selectiva del péptido Aß al incremento del estrés oxidativo y 

al deterioro en el metabolismo energético, que conlleva a la oxidación de lípidos, pro-

teínas y DNA (Mattson, 2004), alteración en la homeostasis del calcio (Mattson y cols, 

2002; Mattson y Chang 2003). Se dice que la secuencia de aminoácidos del 25 al 35 es 

el dominio funcional neurotóxico (Yankner y cols, 1990). Se demostró que la forma 

agregada del Aß25-35, produce una apertura irreversible de los canales que transportan 

calcio2+ (Blanchard y cols, 1997). Estos datos apoyaron la idea del efecto tóxico a nivel 

celular del Aß y dieron pie a la utilización de modelos animales.  

Se han utilizado ratones transgénicos que sobreexpresan la APP, o algunas de las PS. En 

estos modelos transgénicos se generan características similares a una EAF (Wong y cols 

2002; Oddo y cols, 2003). La mayoría de ellos reproducen anormalidades neuroquími-

cas y estructurales como el depósito del péptido Aß, neuritas distróficas (Games y cols, 

1995; Gordon y cols, 2002), neuroinflamación (Frautschy y cols, 1998) y deterioro cog-

nitivo (Hsiao y cols 1996, Irizarry y cols 1997). Un incremento en la producción de Aß 

o la microinyección intracerebral de Aß, aumenta la patología de tau en ratones trans-

génicos que sobreexpresan una tau mutante (Gotz y cols, 2004; Lewis y cols, 2001), Sin 

embargo, las MNFs no se inducen en estos modelos a pesar de la abundancia del Aß 

cerebral. 
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En el modelo de neurotoxicidad inducido por la microinyección intracerebral de 

los péptidos amiloideos (Tabla 2), se ha demostrado que el Aß causa muerte neuronal 

colinérgica (Yamaguchi y Kawahima, 2001), inflamación (Shen y cols 2007), estrés 

oxidativo, incremento de óxido nítrico (NO), deterioro cognitivo (Olariu y cols, 2001; 

Stepanichev y cols, 2003; Limón y cols, 2009) alteraciones en los neurotransmisores 

(Cheng y cols, 1996) y aminoácidos (Yenkoyan y cols 2009), entre otros.  

Sitio de inyección Condiciones del péptido Resultados Cita 
Microinyección en el hipo-
campo.  Ratas Sprague-
Dawley 

Aß1-40   y Aß25-35 en 10% 
dimetil sulfóxido, 3nmol en 
1μl 

Daño tisular y neurodegeneración Rush y 
cols 
1992 

Infusiones continúas icv. 
Ratas Wistar (280-320g)  

Aß en 35% acetonitrilo/0.1% 
ácido trifluoacético (TFA). 0.3 
3, 30, 300 pmol/dia/2 semanas 

Deterioro del aprendizaje y dege-
neración colinérgica 
 

Nitta y 
cols 
1994 

Una sola dosis en el hipo-
campo. Ratas Sprague-
Dawley (380 g) 

Aß1-40 en 35% de metilciani-
da. 2µL, 10µM 

la consolidación de la memoria se 
encontró deteriorada 

McDo-
nald y 
cols 
1994 

Inyección en el septum 
medial. 
Ratas Wistar (250-300 g) 

Aß1-42, Aß1-40, Aß40-1, en 
40% acetonitrilo/0.1% TFA. 
Aß25-35 o Aß35-25 en agua 
destilada, 0.75, 1.5 y 3 nmol 

Deterioro en la memoria de corto 
plazo  

Terranov
a ycols 
1996 

Dosis continúas  icv. 
Ratas Wistar (250 g) 

Aß25-35 en agua estéril, 5 o 
20 mg/día/7 días 

Disminuye la receptores muscari-
nicos en la corteza cerebral 

Pavia y 
cols 
2000 

Inyección icv. 
Ratas Wistar (150–200 g)  

Aß15-25, Aß25-35 y Aß35-
25, 100 o 10 nmol en 5 µL. 

Inhiben la potenciación a largo 
plazo en la región CA1 del hipo-
campo. 

Freir y 
cols 
2001 

Inyección en el hipocampo. 
Ratas Wistar (250–320 g) 

Aß 25–35 en 10 mM PBS. 
1µg/µl 

Sólo en condiciones de inhibición 
de la glicolisis y fallo mitocondrial 
el Aß25-35 es capaz de inducir 
neurodegeneración. 

Arias y 
cols 
2002 

Infusiones continúas icv. 
Ratas Wistar (200–225 g) 

Aß1-40 o Aß40-1 en 35% 
acetonitrilo/0.1% TFA, 0.3 
nmol/día/14 días. 

Reduce la actividad de la PKC en 
el hipocampo y deterioro en la 
memoria 

Olariu y 
cols 
2002 

Dosis única icv. 
Ratones  
 

Aß25-35 en agua estéril, 5 
nmol, se incubó a 37°C/4 días. 

Pérdida de la memoria, atrofia 
axonal, pérdida sináptica, estos 
efectos fueron contrarrestados con 
el uso de Ginsen. 

Tohda y 
cols 
2004 

Dosis única icv.  
Ratones  

Aß1-40 o Aß40-1en PBS, 400 
pmol, se incubó a 37°C/4día. 

Cambios en el sistema antioxidante 
(GSH), pérdida del aprendizaje y la 
memoria especial.  

Prediger 
y cols 
2007 

Inyección bilateral en el 
hipocampo. 
Ratas Sprague Dawley 

Aß25-35 en solución salina 
estéril, 10µM, se incubó a 
37°C/7 días 

La pérdida del aprendizaje y la 
memoria se le atribuye a la activa-
ción glial inducida por el Aß25-35, 
la melatonina ayuda a contrarrestar 
estos efectos.  

Shen y 
cols 
2007 

Inyección bilateral en la 
corteza entorrinal 
Ratas Wistar (300–350 g) 

Aß1-42 en agua destilada, 10 
µM  

Induce astrocitosis, y depósitos tipo 
placas en la corteza entorrinal y 
pérdida de la memoria 

Sipos y 
cols 
2007 

Dosis única icv.  
Ratones  

Peroxinitrito (144 mM)  con 
Aß25–35 en agua bidestilada, 
3µM  

Deterioro en la memoria, nitración 
de proteína. Inhibidos con el ácido  
rosmarinico 

Alkama 
y cols, 
2007 

Tala 2. Estudios realizados con microinyección intracerebral de los péptidos del Aß. 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Stepanichev+MY%22%5BAuthor%5D
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3.1.4.3.1 Actividad oxido-reductora del Aβ 

La neurotoxicidad del péptido Aß se ha asociado a la formación del peróxido de 

hidrógeno en cultivos celulares, por un mecanismo que involucra la reducción de Fe3+ a 

Fe2+ o Cu2+ a Cu+, una vez que se da la reducción del Fe2+ o Cu+ el oxígeno molecular 

es entonces atrapado por el Aß y reducido a H2O2 en una reacción que es dependiente 

de cantidades estequiométricas de Fe2+ o Cu+ (Huang y cols 1999). Se ha demostrado, 

que el péptido Aß1-42 y Aß25-35 en presencia de Fe2+ produce el radical hidroxilo 

(OH-), a pesar de que el Aß25-35 no contiene un sitio de unión fuerte a metales (Tabner 

y cols, 2002). Se sugiere que la producción de ROS esta mediada por la interacción del 

Aß con membranas celulares o bien con proteínas de membrana. Aunque el mecanismo 

no es claro, se sugiere que depende de la cantidad de iones metálicos, del pH y del co-

lesterol presente en la membrana (Curtain y cols, 2001; Curtain y cols, 2003). Se ha 

demostrado, tanto in vitro e in vivo, que la metionina 35 presente en el Aß1-42 es deci-

siva para generar estrés oxidativo y las propiedades neurotóxicas del péptido (Yatin y 

cols 1999). Una explicación de la suceptibilidad de la metionina 35 a la oxidación, es el 

hecho de que el oxígeno carboxílico de isoleucina 31, se encuentra formando atraccio-

nes electrónicas de van der Waals con el átomo de azufre de la metionina 35, la sustitu-

ción de norleucina o la eliminación de metionina 35, ha apoyado ésta idea (Butterfield y 

Boyd-Kimball, 2005).  

 

 

 

 

 



 

 3.1.5 Tratamiento de la EA 

En la EA, 

no existe un 

tratamiento 

farmacológico 

eficaz y esto se 

debe princi-

palmente a la falta 

del conocimiento 

de la etiología de la 

enfermedad. Entre 

las estrategias para 

la prevención y 

tratamiento de la 

EA, se encuentran 

fármacos como, los inhibidores de la acetilcolinesterasa, los cuales compensan la pérdi-

da de neuronas colinérgicas; agonistas muscarínicos, recuperan la actividad colinérgica; 

antiinflamatorios, previenen el daño que produce la inflamación en las neuronas y la 

agregación de la Aß; factores del crecimiento neuronal que promueven la supervivencia 

neuronal; estrógenos que incrementan el flujo sanguíneo cerebral y estimulan la síntesis 

de acetilcolina; inhibidores de proteasas que previenen la degeneración neuronal causa-

da por la toxicidad del Aß; antioxidantes, como las vitaminas A, E y C, que protegen del 

daño producido por los radicales libres y previenen la agregación de la Aß, entre otros 

(Soler, 1997; Gordon y Dawbarn, 2007, Martínez y cols, 2009). 
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999). 

 

3.2 Estrés oxidativo 

El estrés oxidativo se define principalmente como un desequilibrio entre las es-

pecies reactivas de oxígeno y los sistemas antioxidantes de un organismo, teniendo co-

mo resultado el daño oxidativo a biomoléculas importantes para el funcionamiento y 

homeostasis de la célula. Las especies reactivas de oxígeno (ROS) son moléculas que 

participan en este proceso. Entre todas las ROS, el superóxido (O2
.-), el radical hidroxilo 

(OH.-) y peróxido de hidrógeno (H2O2), son los mas abundantes en los sistemas bioló-

gicos (Sies y Cadenas 1985). El origen químico de la formación de la mayoría de las 

ROS es la reacción del oxígeno molecular con metales de transición como el hierro y el 

cobre (Halliwell y Gutterer, 1

3.2.1 Estrés oxidativo y EA  

Diversos estudios, demuestran la presencia de oxidación de lípidos, proteínas y 

DNA, como marcadores de daño oxidativo, en tejidos de pacientes con EA y en mode-

los transgénicos (Chong y cols 2005: Butterfield y cols 2001; Butterfield y cols 2002). 

En el análisis del suero, proveniente de pacientes con EA, se ha encontrado un incre-

mento en las concentraciones de H2O2 y O2- (Praticò y Delanty 2000). En tejido cere-

bral de pacientes con EA se ha encontrado un aumento en la formación de malondialde-

hído y 4-hidroxinonenal (4-HNE), estas moléculas son marcadores de daño oxidativo a 

lípidos, esto sugiere que en el cerebro de pacientes con EA, las ROS pueden inducir 

lipoperoxidación que conllevan a la formación de aldehídos altamente reactivos que 

inician una cascada de eventos oxidantes y posiblemente la muerte neuronal (Markesbe-

ry y Lovell, 1998; Sayre y cols, 1997; Williams y cols, 2006). En cuanto a los marcado-

res de daño a proteínas se sabe que los proteincarbonilos - los cuales son el producto de 

proteínas oxidadas - se han encontrado en concentraciones elevadas en el hipocampo, 
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que correlacionan muy bien con la neuropatología de la EA (Pamplona y cols, 2005, 

Hensley y cols, 1995 Butterfield y cols, 1999, Aksenova y cols, 1999,  Aksenov y cols 

2001, Lyras y cols 1997). La nitrotirosina y ditirosina, derivados de la oxidación de pro-

teínas, se han encontrado incrementadas de 8 y 3 veces en hipocampo y en regiones 

neocorticales, respectivamente, de pacientes con EA comparado con los controles 

(Hensley y cols, 1998; Smith y cols, 1997). Se ha encontrado incremento de la 8-

hidroxi-2-deoxiguanosina, lo que sugiere daño del DNA mitocondrial y nuclear (Me-

cocci y cols, 1994). 

También, existe evidencia de que el estrés oxidativo en pacientes con EA se da 

por la baja actividad antioxidante en el cerebro. La tioredoxina, una proteína antioxidan-

te, se ha encontrado disminuída en la amígdala, el hipocampo y giro parahipocampal. 

De manera inversa la actividad de la tioreductasa, proteína reductasa, se encuentra in-

crementada (Lovell y cols, 2000). La glutatión transferasa enzima antioxidante, la cual 

se encarga de la depuración de 4-HNE esta disminuida en varias regiones cerebrales 

incluyendo el hipocampo (Markesbery y Lovell, 1998). La superóxido dismutasa, la 

catalasa y la hemooxigenasa-1, también se han encontrado con actividad disminuida 

(Marcus, y cols, 1998; Smith y cols, 1994), en tejidos de pacientes. Dadas estas eviden-

cias se ha sugerido la utilización de antioxidantes para amortiguar a los radicales libres 

y con ello disminuir el estrés oxidativo, la muerte celular y la pérdida cognitiva. 

3.2.1.1 Antioxidantes en la EA 

La alta morbilidad, los costos socio-económicos elevados y la carencia de trata-

mientos específicos, son algunas de las razones principales para la búsqueda de nuevas 

fórmulas terapéuticas en la EA. En este sentido los antioxidantes pueden ser moléculas 

de gran utilidad, pues son moléculas económicas y de fácil accesibilidad. 



22 
 

En el estudio de Sano y cols 1997, se encontró una disminución en la progresión 

de la EA, al administrar la vitamina E (2000 UI/d) en pacientes con diagnóstico medio y 

moderado de EA comparado con pacientes que no recibieron el tratamiento. Otro estu-

dio demostró una relación inversa entre la ingesta de flavonoides, pero no de vitamina 

C, y el riesgo de la incidencia de demencia, realizada en individuos franceses no de-

menciados, de 65 años, evaluados durante 5 años (Commenges y cols, 2000). Dai y 

cols, 2004 probaron el consumo de frutas y jugos de vegetales, que contienen una ele-

vada concentración de polifenoles, encontrando una disminución en el riesgo de la inci-

dencia de EA en la cohorte del proyecto Kame. Existen reportes en donde se utilizan 

suplementos de vitaminas en sujetos jóvenes, como profilácticos de la EA; se encontró 

que la administración de vitamina C y vitamina E disminuye el riesgo de padecer la EA 

(Zandi y cols 2004). El uso de moléculas con actividad antioxidante mejora el estado 

cognitivo en algunos de los pacientes con EA. En algunos casos, los antioxidantes no 

ejercen un efecto protector (Morris y cols 1998), debido a la administración de dosis 

bajas. Sin embargo, se ha sugerido que a dosis elevadas pueden causar un efecto proo-

xidante. 

3.2.1.2 Antioxidantes en modelos experimentales de la EA. 

Se ha observado la habilidad de la vitamina E para proteger a neuronas del efec-

to toxico del glutamato y Aß (Grundman, 2000). Han demostrado que la combinación 

de vitamina E, fosfatidil colina y piruvato, ejercen efecto sinérgico de protección en 

sistemas neuronales, expuestos al péptido amiloide, mejor que la utilización de vitamina 

E sola, tanto en cultivos celulares como en tejido cerebral in situ. También, demostraron 

que ratones knock-out de ApoE condicionados a restricción de vitaminas son menos 

capaces de amortiguar las consecuencias del estrés oxidativo (Shea y cols, 2002). La 

utilización de vitamina E en ratones jóvenes transgénicos de APP, disminuye la lipope-



roxidación, disminuye las concentraciones de Aß, así como la formación de placas 

(Sung y cols 2003). El uso del s-alilcisteina en el modelo de neurotoxicidad con el 

Aß25-35, inyectada en el hipocampo, mejoró el aprendizaje y la memoria, redujó los 

niveles de las ROS y la PL de lípidos (Perez-Severiano y cols, 2004). La vitamina E 

previene el daño neuronal y la PL inducido por el iodoacetato y el Aß25-35 (Montiel y 

cols, 2006). La administración crónica de ácido alfa lipoico, el cual ha mostrado efectos 

antioxidantes, reduce el daño sobre la memoria en ratones trangénicos Tg2576 (Quin y 

cols, 2007). Recientemente, se han utilizado los flavonoides - moléculas con actividad 

antioxidante -  tanto en patologías relacionadas al SNC como en modelos de neurotoxi-

cidad. 

3.3 Los flavonoides 

23 
 

.  

Los flavonoides son un gran 

grupo de polifenoles naturales, se en-

cuentran presentes casi ubicuamente en 

todas las plantas. Hay tres subclases 

con un total de más de cinco mil com-

puestos, todos presentan un esqueleto 

hidrocarbonado del tipo C6-C3-C6 

(difenilpropano, Fig. 10) derivado del acido shiquimico y de tres restos de acetato

 Fig 5. Estructura básica de los flavonoi-

La función biológica principal de estos compuestos es como antioxidantes (Piet-

ta, 2000). Los flavonoides más activos como antioxidantes son los que tienen sustitu-

yentes dihidroxílicos en las posiciones 3’ y 4’ en al anillo B y este efecto es potenciado 

por la presencia de un doble enlace entre los carbonos 2 y 3, y un grupo carbonilo en la 

posición 4. Entre los flavonoides más comunes están: la quercetina y las catequinas. 
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3.3.1 Estudios de los flavonoides como posibles neuroprotectores. 

Recientemente se ha sugerido que los flavonoides juegan un papel importante en 

la neuroprotección (Mandel y Youdim en el 2004, Williams y cols, 2004). Los flavo-

noides protegen a las neuronas de la apoptosis inducida por la oxidación (Schroeter y 

cols, 2001), atraviesan la barrera hematoencefálica (Youdim y cols, 2004), la metilación 

y glucoronidación que sufren en el intestino delgado tras la ingestión favorece su bioac-

tividad y biodisponibilidad (Baba y cols, 2001; Spencer y cols, 2001). El EGb 761 

(constituido por 24% de flavonoides como quercetina y epicatequina) fue capaz de ate-

nuar la muerte celular producida por los péptidos amiloideos (Aß1-42, Aß1-40 y Aß25-

35) debido, probablemente, a los flavonoides que contiene (Bastianietto y cols, 2000). 

Al utilizar la quercetina y la catequina, de manera aislada, en cultivo de neuronas hipo-

campales, se mostró su habilidad neuroprotectora frente a la neurotoxicidad inducida 

por el nitroprusiato de sodio (SNP) o por los péptidos amiloideos (Bastianetto y cols, 

2000; Bastianietto y Quirion, 2002). Las catequinas, inhiben la apoptosis y la formación 

de oligomeros del Aß (Bastianietto y cols en el 2006). La catequina y la epicatequina 

extraídas de Smilacis Chinae rhizome, así como el extracto completo, disminuye la con-

centración de calcio intracelular, inhibe la activación de caspasa-3, la muerte celular y la 

liberación de glutamato, inducidos por el Aß25-35, en cultivo neuronal (Ban y cols, 

2006a, 2006b). La administración crónica de las catequinas del te verde, por vía oral, 

mejora el aprendizaje espacial de ratas jóvenes, comparadas con aquellas que no fueron 

tratadas con las catequinas (Haque y cols 2006). El mecanismo de protección sobre la 

utilización de los flavonoides, no es del todo conocido. Para ello es necesario realizar 

más estudios farmacológicos y toxicológicos de dichas moléculas.  

 

 



25 
 

 

IV.  JUSTIFICACIÓN  

La enfermedad de Alzheimer, es una enfermedad neurodegenerativa, que se ca-

racteriza por la pérdida de la memoria. Desde que se conoce que la forma familiar de la 

EA involucra la producción masiva y agragación del péptido Aß, el Aß es una de las 

moléculas involucrdas en la patogénesis de la EA. Se sabe que la fracción 25-35 del Aß 

(Aß25-35), ejerce efecto neurotóxico. Uno de los mecanismos implicados, en el proceso 

de neurotoxicidad, es el estrés oxidativo (EO), donde se sugiere que la metionina -

localizada en la posición 35 - es la responsable del daño oxidativo de esta fracción. El 

uso de moléculas con actividad antioxidante disminuye el efecto tóxico de este péptido, 

indicando de manera indirecta la participación del EO en la EA. Se ha demostrado que 

la microinyección de los péptido amiloideos, producen deterioro cognitivo. Sin embar-

go, no es clara la relación entre el deterioro cognitivo y el estrés oxidativo. 

Considerando estas evidencias, utilizamos un modelo de neurotoxicidad con el Aß25-

35, inyectada en el hipocampo de ratas, con la finalidad de buscar la relación entre el 

deteriroro cognitivo y el estrés oxidativo. Además utlilizamos a los flavonoides como 

inhibidores del estrés oxidativo.  
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V. HIPÓTESIS 

La fracción 25-35 del péptido amiloide-beta, inyectada de manera local en la re-

gión CA1 del hipocampo de ratas, produce déficit en el aprendizaje y la memoria que 

correlaciona con la presencia de estrés oxidativo. 
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VI. OBJETIVOS 

1. Evaluar el aprendizaje y la memoria espacial de ratas, a los 26 y 27 días post-

inyección intrahipocampal de la fracción 25-35 del péptido amiloide-beta con y 

sin pretratamiento de epicatequina, quercetina, catequina y vitamina E. 

2. Comparar el efecto, del pretratamiento con Epicatequina, Quercetina, Catequina 

y Vitamina E, sobre el aprendizaje y la memoria espacial de las ratas, a los 26 y 

27 días post-inyección intrahipocampal de la fracción 25-35 del péptido amiloi-

de-beta y utilizar el grupo con pretratamiento de la molécula con mejor respues-

ta conductual, para los estudios posteriores.  

3.  Cuantificar los niveles de las especies reactivas de oxigeno y de los lípidos pe-

roxidados, en el hipocampo de rata, tras la inyección intrahipocampal de la frac-

ción 25-35 del péptido amiloide-beta con y sin pre-tratamiento de epicatequina, 

a las 2h y 24h post-inyección. 

4. Determinar los niveles de las especies reactivas de oxígeno y de los lípidos pe-

roxidados en el hipocampo de rata, tras la inyección intrahipocampo de la frac-

ción 25-35 del péptido amiloide-beta con y sin pretratamiento de epicatequina, a 

los 30 días. 

5. Localizar la presencia de astrocitos reactivos en la región CA1 del hipocampo de 

las ratas, tras la inyección intrahipocampo de la fracción 25-35 del péptido ami-

loide-beta con y sin pretratamiento de epicatequina, a los 30 días. 



VII. DIAGRAMA GENERAL DE TRABAJO 

 

 

 

Fig. 6. Diagrama general de trabajo. Se muestra a manera de diagrama de flujo los pasos que se siguie-

ron durante el experimento. Aunque no incluimos los demás antioxidantes utilizados, la metodología fue 

la misma para todos los antioxidantes utilizados. Para todos los antioxidantes utilizados se realizó la me-

dición del aprendizaje y la memoria. Con la epicatequina, se realizaron las pruebas histológicas y conduc-

tuales. 
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VIII. MATERIAL Y MÉTODOS 

8.1 Animales   

Usamos noventa y ocho ratas macho de la cepa Wistar, de 300-320g de peso, 

provenientes del bioterio de la Facultad de Medicina-UNAM. Éstas fueron colocadas en 

grupos de 4-5 ratas por caja, en un cuarto a 23°C de temperatura, ciclo de 12h 

luz/oscuridad, 60 % humedad, con libre acceso de agua y alimento (DietLab 5800). To-

dos los experimentos se realizaron con la aprobación del Comité local de Ética sobre el 

uso de animales de experimentación del Instituto Nacional de Neurología y Neurociru-

gía “MVS”. 

8.2. Administración de los antioxidantes 

Se administarón las soluciones vehículo o los antioxidantes (Catequina, Vitami-

na E, Quecetina o Epicatequina) a una dosis de 30mg/kg de peso (Da Silva y cols 1998; 

Baba y cols 2001), en un volumen máximo de 1 mL, con una cánula de administración 

oral (Roboz 20x3” W/2-1/4 mm ball), 5 horas previas a la microinyección del péptido 

Aß25-35.  

8.3 Microinyección del péptido 

El péptido Aß25–35 (NH-GSNKGAIIGLM-OH, Sigma, St. Louis, MO, USA), 

se disolvió en solución salina isotónica estéril, la cual favorece su agregación (Pike y 

cols, 1995), a una concentración final de 100μM. Ésta solución se incubó a 37°C duran-

te 24h antes de su aplicación, para garantizar su agregación, pues es un requisito indis-

pensable para que ejerza acción toxica (Maurice y cols, 1996; Delobette y cols, 1997). 

Los animales (n=10/grupo) se anestesiaron con Hidrato de cloral (350mg/kg) por vía 

i.p. Las coordenadas donde se inyectó el péptido fueron estandarizadas utilizando como 

referencia las coordenadas descritas en el atlas de Paxinos y Watson 1998: anteroposte-

rior -4.2mm, lateral 3.0mm, respecto a bregma y profundidad -2.9mm respecto a la 



duramadre. Se iny ectó 1 μl de Aß25-35, lentamente en un periodo de 5 min, en la 

región CA1 (Fig. 7)  del hipocampo de ambos hemisferios, con una jeringa Hamilton de 

5 μl. Al término de la cirugía se esperó a que las ratas se despertaran y fueron regresa-

das al bioterio, hasta el momento de las siguientes pruebas. 

Fig. 7. Trayecto de la cánula. Foto represen-

tativa de las ratas utilizadas en los experi-

mentos. Se observa el sitio de microinyec-

ción del vehículo o Aß25-35, dentro de los 

límites de la región CA1 del hipocampo.  

8.4 Cuantificación de la peroxidación de lípidos (PL) 

La medición de PL se hizo a las 2 h y 24 h, así como a los 30 días, después de la 

inyección del péptido Aß25-35. Se determinó la concentración de los productos finales 

de la lípoperoxidación, como son las bases de Schiff (Fig. 8). Las bases de Schiff son 

productos fluorescentes y pueden ser determinados por métodos espectrofotométricos.  
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Fig. 8. Mecanismo de la peroxidación lipidica no enzimática 
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Brevemente, los cerebros de las ratas fueron extraídos por decapitación y se disecó el 

hipocampo en una cámara fría. El hipocampo se homogenizó en una solución salina 

isotónica, en frio y protegida de la luz. Los compuestos fluorescentes presentes en cada 

muestra se extrajeron con una mezcla de cloroformo-metanol (3:1) grado HPLC. Esta 

reacción se llevo a cabo durante 30 min, en hielo y cámara oscura, al término de la reac-

ción se eliminó la fase acuosa y la mezcla de cloroformo-metanol se utilizó para la 

cuantificación de los PL presentes en cada muestra. Todas las muestras se hicieron por 

duplicado y se hicieron las lecturas en el espectrofotómetro de fluorescencia a longitu-

des de onda de 370 nm de excitación y 430 nm de emisión. Para ajustar el blanco de las 

muestras se utilizó una solución estándar de sulfato de quinina, debido a que autoflorece 

a longitudes de onda de 370 nm de excitación y 430 nm de emisión. Los resultados se 

expresan como unidades de fluorescencia por mg de proteína. La cuantificación de las 

proteínas se realizó por el método de Lowry. Se hizó una curva estándar de concentra-

ciones conocidas de albúmina (BSA). 

8.5 Cuantificación de las especies reactivas de oxígeno (ROS) 

Para la determinación de EROS, su utilizó la técnica espectroflouorométrica de 

la 2,7, DCF diacetato. Brevemente, la H2DCFDA, es una molécula capaz de entrar a la 

célula, donde las esterasas hidrolizan sus grupos acetilos para formar, 2,7, diclorodihi-

drofluoresceina, la forma deacetilada entonces es susceptible a la oxidación, generando 

una molécula fluorescente la diclorofluoresceina, que se puede medir a travez de un 

espectrofotómetro (Fig. 9). La acumulación de la diclorofuoresceina indica la produc-

ción de sustancias activas redox.  



Esterasas 

ROS 

 

FIg. 9. Formación de la 2´,7´,diclorofluoresceina 

Brevemente, los cerebros de las ratas fueron extraídos por decapitación y se di-

secó el hipocampo en una cámara fría. El hipocampo se homogenizó en una solución 

salina isotónica, en frío y protegida de la luz. Las EROS presentes en cada muestra, se 

determinaron al hacerlos reaccionar con la DCF-DA contenida en una solución de 

HEPES:TRIS (18:1), pH=7.4, durante una hora, a 37°C, con agitación contante y en 

cámara oscura.  (Fig. C, Bass y cols, 1983; Royall y Ischiropoulos, 1993). 

Se utilizó una curva estándar de concentraciones conocidas de diclorofluoresceí-

na. Las lecturas se realizaron a una longitud de onda de 525 nm de excitación y 470 nm 

de emisión. Los resultados fueron expresados en nmoles de DCF/mg de proteína. La 

cuantificación de las proteínas se realizó por el método de Lowry.  

8.6 Evaluación del aprendizaje y la memoria espacial en el laberinto radial de ocho 

brazos 

Para evaluar el aprendizaje y la memoria espacial, se utilizó el laberinto radial de 

ocho brazos (Olton y cols, 1977, Fig. 10). Brevemente, antes de realizar la prueba de 

aprendizaje los animales fueron sujetas a un proceso de restricción de alimento, con el 

objeto de disminuir el 15 % de su peso, se hizó de manera lenta y controlada para evitar 

daño y estrés, durante aproximadamente 10 días previos al experimento. También, se 
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habituaron al laberinto un día antes del experimento, con la finalidad de que los anima-

les exploraran y se adaptaran al mismo. Cada animal se colocó en el centro del laberinto 

y se dejó que explorara durante 15 minutos. Esta exploración la realizaron tres veces de 

forma sucesiva en el mismo día. Registramos durante los 15 minutos el número total de 

visitas a cada uno de los brazos. 

La prueba del aprendizaje espacial en el laberinto radial de 8 brazos, se realizó el 

día 26 y 27 postcirugía. Consistió en aprender de forma eficiente en que brazos del labe-

rinto se encontraba el alimento (brazos 2, 5 y 6) y comerlo. Cada animal realizó un total 

de 20 ensayos (10 ensayos por día) con intervalos de 50 minutos entre cada uno de 

ellos. Cada ensayo duró 200 segundos. Se dio un número determinado de oportunidades 

en cada ensayo (visitas permitidas a alguno de los brazos), éstas disminuyeron conforme 

avanzó la prueba. El primer día se realizaron 4 ensayos de 8 oportunidades, 3 ensayos 

de 7 oportunidades y 3 ensayos de 6 oportunidades. El segundo día, 4 ensayos de 5 

oportunidades, 3 ensayos de 4 oportunidades y 3 ensayos de 3 oportunidades. La prueba 

para evaluar la memoria se realizó 2 días después del aprendizaje (día 30, postcirugía). 

Sólo se realizó un día, sin la habituación. Cada animal realizó un total de 8 ensayos de 3 

oportunidades, bajo las mismas condiciones que en el aprendizaje. 

Los parámetros que se midieron tanto para el aprendizaje como para la memoria 

fueron: Acierto: entrada del animal a cualquiera de los brazos donde hubo alimento y lo 

comió (brazos 2, 5 y 6). Error: Entrada del animal a cualquier brazo en donde no 

hubiera alimento. Error relativo: Entrada del animal a los brazos donde anteriormente 

había entrado e ingerido el alimento. Los parámetros evaluados, son los mismos que se 

realizaron en el aprendizaje. 



 

Fig. 10. Laberinto radial de 8 brazos. 
Consta de una plataforma central de 30cm 
de diámetro, con 8brazos distribuidos ra-
dialmente (80x28x20cm), al final de cada 
brazo hay un contenedor de alimento de 
2cm de profundidad. Localizado en un 
cuarto (2.5x2.5m) a 80cm del piso. Frente a 
cada brazo hay una señal (Olton y cols, 
1977).  

Finalizada la prueba de memoria, 6 ratas por grupo se decapitaron y se extrajo el 

cerebro para las determinaciones de ROS y PL y el resto para la evaluación histológica. 

8.7 Inmunohistoquímica para GFAP 

Finalizada la prueba de memoria, se anestesiaron con pentobarbital (40mg/Kg de 

peso, ip) 4 ratas por grupo. Cada animal se prefundió de forma intracardiaca con SSI y 

posteriormente paraformaldehído al 4 %, en PBS 0.1 M a pH 7.4. Luego se extrajeron 

los cerebros y fueron cortados en la parte rostral y caudal, para delimitar el área de le-

sión, tomando 3mm de distancia por lado respecto al sitio de inyección. Las muestras 

así obtenidas se colocaron en una solución de paraformaldehído al 4%, en PBS 0.1 M a 

pH 7.4, durante al menos 24 h. Posteriormente, fueron procesados e incluidos en parafi-

na. Se obtuvieron cortes coronales de 5 μm, realizados en un micrótomo (Histocut) y se 

recuperaron con la ayuda de un baño de flotación (Lab-Line) a 50ºC, luego se monta-

ron en portaobjetos, previamente silanizados, para evitar que el tejido se desprendierá 

durante el proceso inmunohistoquímico. 

En la realización de la inmunohistoquímica para GFAP, los cortes se desparafi-

naron y rehidrataron. Una vez rehidratados, se sometieron a recuperación antigénica 

(amortiguador de citratos 0.1 M, pH=6). En breve, se siguieron los siguientes pasos: a) 

incubación con albúmina sérica bovina libre de IgG (0.2%, 30min, Sigma-Aldrich), b) 

incubación con tritón X-100 (0.2 %, 20 min, Sigma-Aldrich), c) incubación con el anti-
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cuerpo primario anti-GFAP (1:100, 120 min, anticuerpo policlonal de conejo, Dako) d) 

incubación con anticuerpo secundario, acoplado a rodamina-roja-X (Rod-X, 1:100, 

90min, anti-conejo, Jackson inmunoresearch). Se utilizó PBS 0.1 M a pH 7.4, como 

diluyente y para los lavados, entre cada paso. Todo el proceso se realizó en una cámara 

húmeda, oscura y a temperatura ambiente. Al término de la inmunohistoquímica, los 

cortes se montaron con VectaShield conjugado con DAPI, un fluorocromo que marca a 

los ácidos nucleicos (Vector Lab), se cubrieron con cubreobjetos y se sellaron con bar-

niz de uñas. 

Finalmente, se observaron al microscopio de fluorescencia DM/LS (Leica,) para 

una evaluación cualitativa de las marcas. El registro de las imágenes se hizo con una 

cámara de video (Leica, DFC-300FX), adaptada al microscopio. Las imágenes se pro-

yectaron en una computadora mediante el programa Leica IM1000 versión 1.20 release 

9 (Imagic Bildverarbeitung). Se capturaron  tres  imágenes de la región CA1 del hipo-

campo, por corte, con el objetivo 40X. Se cuantificó la intensidad de la fluorescencia, 

del marcado con GFAP, con el programa ImageJ, los intensidad de las marcas fueron 

normalizadas por el área de cada campo. 
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IX. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Los resultados se expresaron como media por grupo de cada ensayo ±  error es-

tándar de la media. Los datos se analizaron mediante un análisis de varianza de una vía, 

con una post-prueba de Tukey. Utilizando el programa GraphPad version 4.0. Se consi-

deró una diferencia significativa con una p<0.05.  

Para la evaluación de los resultados obtenidos por inmunohistoquímica, se hizó la cuan-

tificación de la intensidad de fluorescencia de la marca para GFAP; se utilizó el pro-

grama ImageJ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



X. RESULTADOS 

10.1 Efecto del péptido Amiloide-beta 25-35 en la prueba del aprendizaje y la memoria 

espacial 
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Grafica 1. El Aß25-35 produce pérdida del aprendizaje y la memoria. En el eje X se muestra el nú-

mero de ensayos y en el eje Y el porcentaje de respuestas correctas, para el aprendizaje (A) y la memoria 

(B). Observamos que el Aß25-35 produce un menor porcentaje de respuestas correctas comparadas con el 

grupo control tanto en la prueba del aprendizaje (A) como en la memoria (B) espacial. Cada punto co-

rresponde a la media y SEM de los porcentajes de respuestas correctas de cada ensayo por grupo. Los 

datos fueron analizados con un ANOVA  ***p<0.001. 

En la grafica 1 podemos observar el porcentaje de respuestas correctas, de las ra-

tas inyectadas con Aß25-35 o la solución vehículo, por cada ensayo, en la prueba del 

aprendizaje y la memoria espacial, realizada en el laberinto radial de ocho brazos. Ob-

servamos que el grupo de ratas tratadas con la solución vehículo, tuvo un porcentaje 

promedio de 29 %, al inicio de la prueba, el cual aumenta paulatinamente conforme 

avanzó la prueba, alcanzó un porcentaje promedio máximo del 94 %. El grupo de ratas 

tratadas con el péptido Aß25-35, tuvo un porcentaje promedio del 22 %, al inicio de la 

prueba, conforme avanzó la prueba hubo un ligero aumento, alcanzó un porcentaje 

promedio máximo del 62 %. Al analizar todos los datos de la curva, se encontró que el 

péptido Aß25-35 produjó una disminución significativa, en el porcentaje de respuestas 
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correctas respecto al control, tanto en el aprendizaje (-32 %) como en la memoria (-36 

%). Por lo tanto, podemos decir que el péptido Aß25-35 produce deterioro en el apren-

dizaje y la memoria espacial. 

10.2 Efecto de los flavonoides en el modelo de microinyección con el péptido Aß25-35, 

en la prueba del aprendizaje y la memoria espacial 
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Grafica 2. Los flavonoides evitan la pérdida del aprendizaje y la memoria espacial, producido por 

el Aß25-35. Las ratas pretratadas con Catequina, Vitamina E, Quecetina y Epicatequina mostraron un 

mayor porcentaje de respuestas correctas comparadas con el grupo tratado con Aß25-35, tanto en la prue-

ba del aprendizaje (A y B) y la memoria (C y D) espacial. Cada punto corresponde a la media de los por-

centajes de respuestas correctas de cada ensayo por grupo, en el aprendizaje (A) y la memoria(C). Las 
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barras representan las medias y ESM de las respuestas correctas obtenidas por grupo, en la prueba del 

aprendizaje (B)  y la memoria (D). Los datos fueron analizados con un ANOVA de una vía y con una 

posprueba de Tukey, ++, **, ##,●●p<0.01, ***, $$$, ●●●p<0.001. 

En la grafica 2 observamos los porcentajes de respuestas correctas de las ratas 

pretratadas con Catequina, Vitamina E, Qercetina y Epicatequina, en la prueba del 

aprendizaje (Fig 2A, B) y la memoria espacial (Fig 2C, D). Al comparar las medias de 

cada uno de los grupos pretratados con los antioxidantes, encontramos que todos ejer-

cieron una actividad biológica positiva, al mostrar mayor porcentaje de respuestas co-

rrectas, comparados contra el grupo que fue tratado solo con el péptido Aß25-35. Sin 

embargo, el pretratamiento con Epicatequina mostró una mejor respuesta conductual. 

Para el aprendizaje encontramos una diferencia del 30.12 % y para la memoria de 34.16 

%, comparado contra el grupo tratado con Aß25-35. El orden de eficacia quedó de la 

siguiente manera: Epicatequina > Quercetina > Catequina > Vitamina E, en la prueba 

del aprendizaje, y Epicatequina > Quercetina > Vitamina E > Catequina, para la prueba 

de la memoria. Dado que la Epicatequina fue la mólecula más eficiente, decidimos se-

guir el análisis sobre la producción de ROS y PL a diferentes tiempos - como marcado-

res de daño oxidativo - a corto y a largo plazo. Así como, la presencia y localización de 

GFAP, como marcador de astrogliosis. Para una mejor comprensión del efecto del 

Aß25-35, y de manera indirecta de la Epicatequina. Cabe mencionar que el tratamiento 

per se de la Catequina, Vitamina E, Quercetina y Epicatequina, produjó un porcentaje 

de respuestas correctas similares al grupo tratado sólo con la solución vehículo (datos 

no mostrados).  

 

 

 



10. 3 Concentraciones de ROS a las 2 y 24horas en el hipocampo 
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Grafica 3. El Aß25-35 produce aumento en la concentración de ROS a las 2 y 24h post-inyección. El 

pretratamiento con Epicatequina los disminuye. Las barras representan las medias y ESM por grupo, 

de la concentración de diclorofluoresceína normalizada por mg de proteínas. Los datos fueron analizados 

con ANOVA de una vía y con una posprueba de Tukey, ++p<0.01, +++, ***p<0.001.  

La grafica 3 muestra la concentración de la diclorofluoresceina (DCF), como un 

marcador directo de la formación de ROS, a las 2 y 24 horas después de la microinyec-

ción del péptido Aß25-35. Encontramos que existe un aumento significativo en la for-

mación de ROS por parte del grupo tratado con el Aß25-35, comparado contra el grupo 

tratado con la solución vehículo, la diferencia fue del 59 % y 80 %, a las 2 h y 24 h, 

respectivamente. El grupo pretratado con epicatequina (EC/Aß25-35), tuvo una dismi-

nución del 38 % y 61 % a las 2 h y 24 h, respectivamente, comparado con el grupo tra-

tado co el Aß25-35. Este dato sugiere que el péptido Aß25-35 genera daño oxidativo a 

corto plazo, evidenciado por la formación de ROS. 



10.4 PL a las 2 y 24horas en el hipocampo 
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Grafica 4. El Aß25-35 produce PL. El pretratamiento con Epicatequina los disminuye. Las barras 

representan las medias y ESM por grupo, de las unidades relativas de fluorescencia normalizadas por mg 

de proteínas. Los datos fueron analizados con ANOVA de una vía y con una posprueba de Tukey, 

+++,***p<0.001.  

La grafica 4 muestra la PL, como un marcador de daño oxidativo a membranas 

celulares, a las 2 y 24 horas después de la microinyección del péptido Aß25-35. Encon-

tramos que existe un aumento significativo en la PL por parte del grupo tratado con el 

Aß25-35, comparado contra el grupo tratado con la solución vehículo, la diferencia fue 

del 141 % y 80 %, a las 2 h y 24 h, respectivamente. El grupo pretratado con epicate-

quina (EC/Aß25-35), tuvo una disminución del 150 % y 52%, a las 2 h y 24 h, respecti-

vamente, comparado con el grupo tratado con el Aß25-35. Estos resultados en su con-

junto indican que la microinyección del péptido Aß25- 35, en el hipocampo, es capaz de 

producir la formación de ROS de manera temprana, lo cual puede estar oxidando a los 

lípidos de las membranas celulares. El grupo pretratado con la epicatequina sustenta 

este hecho, ya que disminuye significativamente la PL. 



10.5 Concentraciones de ROS y PL, después de realizar la prueba de la memoria espa-

cial, determinadas en el hipocampo.  
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Grafica 5. El Aß25-35 produce ROS y la 

PL a los 30 días post-inyección. El pretra-

tamiento con Epicatequina, los disminuye. 

Las barras representan las medias y ESM por 

grupo, de la concentración de diclorofluores-

ceína (A, ROS) o   unidades relativas de fluo-

rescencia (B, PL) normalizadas por mg de 

proteínas. Los datos fueron analizados con 

ANOVA de una vía y con una posprueba de 

Tukey, #p<0.05, ***, ##p<0.01, ###p<0.001. 

 

Hipocampo

0.0

0.3

0.6

0.9

1.2

1.5

**

Vehículo
A25-35

Epicatequina

Epicatequina/A25-35

41 
 

 

La grafica 5 muestra la concentración de la diclorofluoresceína y la PL, a los 30 

días después de la microinyección del péptido Aß25-35. Encontramos en el grupo trata-

do con el Aß25-35, un aumento significativo del 84 % para la formación de ROS y 145 

% para la PL, comparado contra el grupo tratado con la solución vehículo. El grupo 

pretratado con epicatequina (EC/Aß25-35), tuvo una disminución del 51 % en la forma-

ción de ROS y 140 % en la PL, comparado con el grupo tratado con el Aß25-35. Este 

resultado nos indica que existe aún daño oxidativo, 30 días después de la inyección del 

Aß25-35. 
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10.6 Presencia y localización  de  GFAP 

I) 

 
II)  
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Grafica 6. El Aß25-35 produce 

astrocitosis en la región CA1 del 

hipocampo, el pretratamiento con 

la Epicatequina, lo evita. I) se ob-

servan las fotomicrografías tomadas 

de cortes coronales de cerebros de 

rata. La marca en verde representa la 

inmunoreactividad para GFAP y en 

azul los núcleos con DAPI. En II) 

observamos la cuantificación de la 

intensidad de florescencia para 

GFAP, normalizadas por área del 

campo. 
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La grafica 5 muestra la intensidad de fluorescencia en verde, emitida por la mar-

ca con GFAP. Encontramos en el grupo tratado con el Aß25-35, un aumento significati-

vo de la intensidad de fluorescencia 6.8 veces más, comparado contra el grupo control. 

El grupo pretratado con epicatequina (EC/Aß25-35), tuvo una disminución del 6.5 ve-

ces, comparado con el grupo tratado con el Aß25-35. Este dato sugiere que el péptido 

Aß25-35 produce astrocitosis.  
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XI. DISCUSIÓN.  

  Los datos presentados en este trabajo dan evidencia de que el péptido Aß25-35, 

inyectado en la región CA1 del hipocampo de ratas macho, genera daño cognitivo vía 

estrés oxidativo, dado que induce la formación de especies reactivas de oxígeno, pe-

roxidación de lípidos y astrocitosis. El uso de la Epicatequina, contrarrestó estos efec-

tos.  

 11.1Efecto del péptido Amiloide-beta 25-35 y del pretratamiento con los flavonoides en 

la prueba del aprendizaje y la memoria espacial. 

Es bien sabido que el Aß se acumula extraneuronalmente en pacientes con EA, 

sin embargo, no es clara la relación entre la acumulación del Aß y la pérdida cognitiva. 

Se han realizado experimentos, con el uso de animales que sobreexpresan APP para la 

generación de Aß (Morgan y cols 2000, Janus y cols 2000), o en modelos de inyeccio-

nes intracerebrales del Aß (Cleary y cols, 2005). En este trabajo valoramos el efecto del 

péptido Aß25-35 inyectado en el hipocampo de ratas en la prueba del aprendizaje y la 

memoria espacial. Como observamos en la grafica 1, el Aß25-35 produjo una disminu-

ción significativa del porcentaje de respuestas correctas tanto en el aprendizaje como en 

la memoria espacial. Este efecto de pérdida del aprendizaje y la memoria concuerda con 

reportes previos (Tohda y cols 2004, Shen y cols 2007). Se ha demostrado la pérdida de 

la consolidación de la memoria, al inyectar Aβ1-40 en el hipocampo de ratas Sprague-

Dawley (McDonald y cols 1994), después de la infusión intracerebroventricular (icv) de 

Aβ1-40 en concentraciones de nanomoles, durante 14 días en ratas Wistar existe un 

mayor tiempo de latencia al escape, así como una disminución en la actividad de la ace-

tilcolintransferasa (Nitta y cols, 1994). Existen varios reportes donde señalan que la 

administración icv del Aß25-35 induce una disminución de los procesos de aprendizaje 

y memoria (Maurice y cols, 1996, Yamaguchi y cols, 2001; Stepanichev y cols, 2003). 
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El Aβ25-35 administrado en forma agregada, produce déficit cognitivo de las ratas (De-

lobette y cols, 1997), produce pérdida de la memoria a corto plazo (Stepanichev y cols, 

2002), que correlaciona con un menor número de neuronas en el hipocampo y un in-

cremento en la peroxidación de lípidos a los 3, 5 y 30 días después de la inyección del 

péptido (Stepanichev y cols, 2003). La infusión continua del Aß1-40, induce la expre-

sión de NOS inducible, produciendo niveles neurotóxicos de NO que puede alterar la 

transmisión colinérgica y como consecuencia un deterioro en la memoria (Tran y cols, 

2001). Se ha demostrado que el péptido soluble del Aß25-35 causa pérdida  de la me-

moria espacial, administrada icv en ratas (Holscher y cols, 2007). Estos datos sugieren 

que los péptidos del Aß inducen estrés oxidativo. 

Desde que se postuló que el estrés oxidativo es uno de los mecanismos a través 

del cual actúa el Aß (Hensley y cols, 1994), se han realizado experimentos con antioxi-

dantes, algunos contenidos en extractos naturales de plantas como los flavonoides, en 

distintos modelos de neurodegeneración (Ishige y cols, 2000). Los flavonoides pueden 

ejercen acción protectora o tóxica en las células dependiendo de la concentración utili-

zada, no solo por su actividad antioxidante, sino también a través de la modulación de 

las cascadas de señalización de cinasas de lípidos y proteínas (Williams y cols, 2004). 

El uso de antioxidantes ha ayudado a entender parte del mecanismo de acción del Aß.  

En la grafica 2 podemos observar el efecto del pretratamiento con los flavonoides en el 

modelo de inyección con el Aß25-35. Encontramos que la Catequina, Quercetina y Epi-

catequina, mostraron un efecto protector frente a la pérdida del aprendizajey la memoria 

inducida por el Aß25-35, dado que tienen un mayor porcentaje de respuestas correctas. 

Cuando comparamos el efecto de cada uno de los flavonoides, encontramos que la Epi-

catequina fue la más eficiente, tanto en la prueba del aprendizaje como la memoria. La 

Epicatequina pertenece al grupo de las catequinas dentro de la clasificación de los fla-
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vonoides, se demostró que la epicatequina, tiene un mayor efecto antioxidante que las 

demás catequinas (Kondo y cols, 1999). La epicatetequina y la catequina protegen a las 

células PC12, de la apoptosis inducida por el Aß25-35 (Jin y Yong, 2005).  

La ingesta crónica de catequinas del té verde, mejora el aprendizaje de ratas 

adultas intactas (Haque y cols 2006). El uso de antioxidantes como el ácido alfa lipoico 

reduce el daño sobre la memoria en el ratón transgénico Tg2576 (Quinn y cols, 2007). 

El tratamiento con extracto de te verde, disminuye el deterioro cognitivo y preserva la 

morfología neuronal, en ratones con vejez acelerada (Chan y cols, 2006). Bastianietto y 

cols 2006, han demostrado que la epigalocatequinagalato (EGCG, extraída del té verde) 

ejerce acción antioxidante, antiagregante de los péptidos amiloideos y antiapoptotica, en 

un modelo in vitro de neurotoxicidad con el Aß25-35. Las catequinas del te verde evitan 

el deterioro cognitivo producido por el Aß1-40 (Haque y cols, 2008).  

El efecto de los flavonoides sobre los cambios conductuales sustentan la hipóteis 

de que el Aß25-35, puede estar induciendo daño vía estrés oxidativo. En base a estos 

datos decidimos realizar la búsqueda de marcadores de daño oxidativo como ROS y PL. 

11.2 Concentraciones de ROS y PL a los diferentes tiempos, determinadas en el hipo-

campo. 

En la cuantificación de ROS y PL en el hipocampo, a las 2 y 24 horas (Grafica 

3 y 4) después de la microinyección del Aß25-35, encontramos que existe un aumento 

significativo en la formación ROS y PL, comparado contra el control. Contrario a lo 

encontrado en el grupo pretratado con Eicatequina (EC/Aß25-35), pues se encontró una 

disminución significativa tanto en los ROS como en la PL, comparado con el grupo de 

Aß25-35. Estos resultados indican que la microinyección del péptido Aß25- 35, en el 

hipocampo, es capaz de producir ROS de manera temprana, lo cual puede estar oxidan-

do a los lípidos de las membranas celulares, generando así la PL. La formación de ROS 
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aumenta conrespecto al tiempo. A pesar de que esperabamos una correlación directa 

entre la formación de ROS y PL, es decir; a mayor ROS mayor PL, encontramos que a 

las 24h existió una menor PL debido probablemente, a la activación de mecanismos 

antixidantes celulares. El grupo pretratado con la epicatequina corrobora este hecho, ya 

que disminuye significativamente tanto la formación de ROS como la PL. Los datos 

reportados en la literatura sustentan este hecho,  desde que se ha demostrado que la Aβ 

produce la formación de radicales libres y EROs (Behl y cols, 1994, Pike y cols, 1997). 

Butterfield y Kansky (2001), proponen que la metionina presente en la posición 35 del 

Aß25-35 es crucial para ejercer estrés oxidativo. Se ha demostrado que el Aβ genera 

daño oxidativo a corto plazo, evidenciado con el uso de vitamina E en ratones transgé-

nicos jóvenes, donde se encontró que la vitamina E administrada sistemicamente atenúa 

la lipoperoxidación, disminuye los niveles de Aß así como la formación de placas. 

Cuando la vitamina E se administró en ratones viejos, no fue capaz de ejercer efecto 

protector, por tal razón ellos sugieren que el Aß este generando estrés oxidativo en eta-

pas tempranas de la enfermedad más no en etapas tardías (Sung y cols en el 2003). La 

presencia de biflavonoides en cultivos celulares expuestos al nitroprusiato de sodio y 

Aß25-3, reduce el daño oxidativo (Sik y cols 2005). La epicatequina produce una dis-

minución en la formación de ROS y PL en cultivos celulares, después de 24 h de expo-

sición a Aß25-35 (Ban y cols 2006b), El epigalocatequina galato inhibe eficientemente 

la fibrilogénesis de la alfa sinucleina y el péptido Aß, debido quizás al estado redox del 

Aß, evitando así la neurotoxicidad (Ehrnhoefer y cols, 2008). 

Al término de la prueba de memoria - día 30 postcirugía -, se realizó la determi-

nación de ROS y PL en el hipocampo (Grafica 5). Desde que se han sugerido que el 

estrés oxidativo, pueden estar presente, durante más tiempo (Stephanichev y cols, 2002, 

2004). Nosotros encontramos un aumento significativo en el grupo de ratas tratadas con 
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el Aβ25-35, comparado contra el control. Mientras que el grupo pretratado con Epicate-

quina (EC/Aß25-35) mostró una disminución significativa respecto al grupo tratado 

solo con Aß25-35. Este resultado sugiere que existe aún daño oxidativo, persistente aún 

30 días después de la inyección. Pensamos que este efecto es debido a un efecto tóxico 

indirecto del Aß25-35, pues se ha propuesto que el Aß, al estar ocasionando daño neu-

ronal, ocasiona la activación de la glia, la cual libera moléculas pro-inflamatorias como 

citocinas, interleucinas, además de activar a las sintasa del NO, generando un daño cró-

nico, lo que genera más NO el cual puede ser responsable de “perpetuar” este daño oxi-

dativo (Norenberg, 2005). Para demostrar la activación de los astrocitos decidimos rea-

lizar inmunoistoquimica contra GFAP. 

11.3 Presencia y localización  de  GFAP  

Los astrocitos reactivos son células de la glia, tienen una amplia participación en 

los procesos inflamatorios, a consecuencia del daño al SNC, originando una astrocito-

cis. Los astrocitos se vuelven hipertróficos liberando una gran variedad de sustancias 

químicas como interleucinas, citocinas, TNFα (tumor necrosis factor α) y NO (nitric 

oxide). La liberación de NO se debe a que contienen una alta concentración de NOS 

(nitric oxide synthase) de tipo inducible (Eddleston y Mucke, 1993, Ayasolla y cols, 

2004). Los astrocitos pueden ser identificados marcando a la proteína ácida glial fibrilar 

(GFAP) que se expresa en altas concentraciones cuando los astrocitos  reactivos se en-

cuentran activados (Pekny y Nilsson 2005). 

Los datos de las inmuhohistoquímicas, realizadas en los cortes coronales de los 

cerebros de las ratas, que fueron extraídos al término de la memoria, muestran que el 

grupo de Aß25-35 aumenta de manera significativa la presencia de astrocitos reactivos 

comparados con el control, en la región CA1 del hipocampo, sitio de inyección del pép-
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tido. En el grupo pretratado con epicatequina y posteriormente inyectado con Aß25-35 

(EC/Aß25-35) disminuyó significativamente la cantidad de astrocitos comparados con 

el grupo de Aß25-35. Se sabe que el Aβ produce activación de la microglia (Dickson 

1997), y también se sabe que el estrés oxidativo generado por el Aß, es causa de activa-

ción de los astrocitos (Hu y cols 1998), quizás por estas razones nosotros pudimos ob-

servar una gran cantidad de astrocitos reactivos en el grupo de Aß25-35. Por el contra-

rio,  el grupo de EC/Aß25-35, mostró poca actividad astrocítica y esto debido a los efec-

tos que se le han atribuído a la epicatequina como antioxidante y de manera indirecta 

como antiinflamatoria (PIetta, 2000; Ruso y cols, 2000). Yates en el 2000 reporta que la 

agregación del Aß25-35 puede atraer de sobremanera mediadores de la inflamación, lo 

que agrava el daño. Esto conduce a la activación de los astrocitos reactivos. Se ha de-

mostrado que el Aß puede inducir la formación de NO en los astrocitos, a través de la 

activación de las sintasas de NO de tipo inducible (Torreilles y cols, 1999), que contri-

buye aún más, con el EO y la degeneración neuronal. También, se ha reportado que el 

extracto del ginko biloba, el cual contine 34% de flavonides (EGb671), protege a las 

neuronas de hipocampo en cultivo, del daño ejercido por el NO (Bastianetto y Quirion 

2002). Se demostró que el pretratamiento con catequina y epicatequina extraída del 

hipericum, en cultivo celular de microglia, reduce la formación de ROS y mejora la via-

bilidad microglial, en presencia del Aß25-35 y Aß1-40 (Kraus y cols 2007). El epigalo-

catequin galato inhibe significativamente la producción del factor vascular de creci-

miento endotelial y  postaglandinas, inducido por la co-administración de interleucia-1ß 

y Aß25-35 en cultivos de astrocitoma (Kim y cols, 2007). Estos datos sugieren que el 

uso de este modelo ayudaría a entender el efecto del Aß25-35, y por lo tanto ser un po-

sible modelo para evaluar la EA. 
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XII. CONCLUSIÓN   

Los datos mostrados en este trabajo nos permiten concluir que el Aß25-35, induce de 

manera temprana la formación de ROS, genera daño en las membranas neuronales que 

se ve reflejado en un aumento en la PL, generando una sobreactivación de la glia y un 

deterioro en la memoria.  

El pretratamiento con la Epicatequina - una molécula a la cual se le han a tribuido efec-

tos antioxidantes, principalmente -, disminuye la formación de ROS, PL y la astocitocis. 

Así como una mejor respuesta en la memoria. 

Por lo tanto, podemos sugerir que el Aß25-35 produce deterioro cognitivo mediado por 

lo menos en parte por el estrés oxidativo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



51 
 

 

XIII. Perspectivas  

Los datos mostrados en este trabajo dan evidencia de que el péptido Aß, produce 

daño oxidativo. Es importante tener en cuenta que las ROS además de tener actividad 

pro-oxidante, también pueden funcionar como moléculas de señalización celular. En  

este sentido, es necesario profundizar en el mecanismo molecular del Aß25-35, ya que 

sería de gran relevancia poder hacer una busqueda de las vías de señalización celular 

involucradas en este proceso. 

Sería de gran importancia en este trabajo demostrar si el Aß25-35 es capaz de 

producir muerte enuronal y si la epicatequina previene la muerte neuronal. 

Otro mecanismo del Aß para que se de el estrés oxidativo, es su capacidad de unirse a 

receptores de membrana celular, como el receptor de productos finales de glicación 

avanzada, sería bueno identificar si el estrés oxidativo generado en este modelo de mi-

croinyección del Aß25-35 esta mediado por la unión a este receptor. 

Finalmente,  no debemos olvidar que el Aß, no es la única molécula involucrado 

en la génesis de la EA. En este sentido, debemos ser claros en que debemos realizar un 

modelo más completo que represente a la patología de la EA.  
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