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1. MARCO TEÓRICO 

1.1. Enfermedad De Alzheimer 

La enfermedad de Alzheimer es un trastorno neurodegenerativo crónico de curso insidioso 

que afecta principalmente a sujetos adultos mayores. Es el tipo de demencia más frecuente, 

el cual según estadísticas de U.S.A, puede afectar entre un 5 a 10% de las personas mayores 

de 65 años (Purves et al., 2001). Esta enfermedad se caracteriza desde el punto de vista 

clínico por una serie de alteraciones cognitivas, entre ellas trastornos del lenguaje, de la 

percepción, orientación y la memoria (McKhann et al., 1984). El déficit en la memoria 

episódica se presenta de manera frecuente en los sujetos con E. de Alzheimer, muchas 

veces sin presentarse deterioro en la memoria semántica. Esta dificultad para la adquisición 

de conocimientos episódicos se han atribuido a desconexión del hipocampo y los sistemas 

de procesamiento sensorial (Aguado-Aguilar, 2001). 

 

1.1.1. Fisiopatología 

Dentro de los hallazgos patológicos descritos en estudios postmorten de pacientes 

diagnosticados con enfermedad de Alzheimer, se destacan: la acumulación del péptido B 

amiloide en forma de placas, ovillos neurofibrilares y perdida neuronal selectiva en el 

cerebro (Selkoe, 2002; Goedert y Spillantini, 2006).  

Mutaciones en el gen que codifica para la Proteína Precursora del Amiloide (APP) así como 

en la enzima que participa en su procesamiento (presenilina 1) han sido reportadas en 

pacientes que sufren una forma de Alzheimer de inicio temprano (Goate et al., 1991;  

Sherrington et al., 1995). Otra enzima encargada de la fragmentación de APP, denominada 

γsecretasa ha sido también implicada con la producción de b- amiloide (BA) en un modelo 

de estrés oxidativo “in vitro” (Shen et al., 2008). Por lo tanto, una alteración en las vías de 

procesamiento de APP resulta en un incremento en la producción de BA y/o en su 

agregación en forma de placas. Los efectos tóxicos del BA sobre la función neuronal y el 

desarrollo de la E. de Alzheimer serán abordados en profundidad más adelante.  

Como anteriormente se mencionó, uno de los hallazgos característicos de la E. Alzheimer 

es la presencia de ovillos neurofibrilares depositados al interior de las neuronas. En los años 

80s, se descubrió que estos ovillos se encuentran formados por la proteína Tau asociada a 

los microtúbulos (Kosik et al., 1986). Esta proteína se encuentra en forma hiperfosforilada, 
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formando una red de filamentos compactos. La proteina Tau es importante para el 

ensamblaje y estabilización de los microtúbulos, modulando finalmente la estabilidad del 

citoesqueleto y la morfología axonal. Aparentemente esta hiperfosforilación se encuentra 

asociada a un incremento en la actividad de diferentes kinasas (cdk5, GSK3B) inducida a 

su vez por las formas fibrilares de BA (Alvarez et al., 1999). Los ovillos neurofibrilares se 

depositan principalmente en estructuras como hipocampo, corteza entorrinal y amígdala 

(Maccioni et al., 2001), estructuras importantes para el procesamiento de la memoria.   

La desregulación en la actividad de las kinasas y por lo tanto en el nivel de fosforilación de 

la proteína Tau, afecta  la dinámica del citoesqueleto produciendo alteraciones en la función 

celular. Estos procesos a su vez se han visto relacionados con los procesos de 

neurodegeneración (Maccioni et al., 2001; Mandelkow et al., 1995).  Por otro lado, la 

neurodegeneración se ha visto muy relacionada con el depósito de formas tóxicas de BA 

(Bezprozvanny y Mattson, 2008). Además de los anteriores factores, hay evidencia de un 

incremento en el estrés oxidativo en cerebros de sujetos con E. Alzheimer, resultado de un 

incremento en los radicales libres (Markesbery, 1997), así como una alteración en las 

enzimas antioxidantes. Esto trae como resultado un incremento en la oxidación de 

proteínas, lípidos y ADN, y por consiguiente degeneración neuronal (Varadarajan et al., 

2000).  

El proceso de neurodegeneración en la E. de Alzheimer, no se da en todo el cerebro si no 

que es mas bien un proceso selectivo que afecta a ciertos circuitos, sistemas de 

neurotransmisión y estructuras cerebrales. Uno de los sistemas de neurotransmisión 

típicamente afectados en la enfermedad de Alzheimer es el sistema colinérgico. Múltiples 

estudios muestran una alteración en la actividad colinérgica a nivel cortical (Coyle et al., 

1983; Wevers et al., 2000) y a nivel del hipocampo (Maki et al., 2002; Jouvenceau et al., 

1998), así como en el sistema colinergico septo hipocampal (Abe et al., 1994). Los estudios 

de imágenes funcionales de sujetos con E. de Alzheimer muestran una menor actividad 

metabólica así como hipoperfusión en áreas como el lóbulo temporal medial (Wang et al., 

2009), giro cingulado posterior, corteza de asociación parietal y giro frontal medio y 

superior (Johnson et al., 2005). En la mayoría de casos, independiente del estudio realizado 

se reporta además una atrofia cortical  importante.  
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1.1.2. Hipótesis Amiloidea de la E. de Alzheimer 

El deposito de Amiloide es uno de los procesos que disparan los eventos moleculares y 

celulares que llevan al desarrollo de la E. de Alzheimer. Esta afirmación se basa en el hecho 

de que los depósitos de BA en forma de placas seniles, se encuentra en proximidad con 

neuronas en degeneración (Katzman y Saitoh, 1991) y en la demostración de los efectos 

tóxicos del BA sobre neuronas en cultivo (Varadarajan et al., 2000). Se han reportado otros 

eventos asociados con la E. de Alzheimer que son disparados por el péptido BA y que serán 

presentados a continuación:  

BA induce Fosforilización de Tau: como anteriormente se mencionó, uno de los hallazgos 

característicos de la E. de  Alzheimer es la presencia de los ovillos neurofibrilares. Hay 

evidencia de que la agregación de la proteína Tau puede ser inducida por el péptido BA, 

proceso que a su vez esta mediado por la cdk5 (Maccioni et al., 2001).  

BA y Estrés Oxidativo: hay evidencia de un incremento del estrés oxidativo en cerebros de 

pacientes con E. Alzheimer. Según recientes hallazgos, la agregación del péptido BA junto 

con metales iónicos (Butterfield y Bush, 2004), puede aumentar los niveles de radicales 

libres y por lo tanto, inducir oxidación de proteínas, peroxidación de lípidos y formación de 

especies reactivas de oxigeno, los cuales afectan la función neuronal, aumentando los 

niveles de calcio intracelulares y finalmente produciendo muerte celular (Varadarajan et al., 

2000).  

BA afecta la membrana plasmática: El péptido BA puede interactuar directamente sobre 

los lípidos (Matsuzaki, 2007) y proteínas (Sultana y Butterfield, 2008) de la membrana. Por 

otro lado el aumento de radicales libres inducidos a su vez por el péptido BA, afectan los 

lípidos y las proteínas de la membrana plasmática, lo que explica en parte el aumento en la 

permeabilidad en las neuronas (Varadarajan et al., 2000). Sin embargo, se ha descrito que el 

BA puede formar directamente canales catiónicos en las membranas lipídicas (Pollard et 

al., 1993) y de esta manera producir neurotoxicicidad.  

BA induce disfunción mitocondrial: Además de los efectos del BA sobre la membrana 

plasmática, se ha descrito recientemente que este péptido puede afectar la función 

mitocondrial. El péptido BA es capaz de producir poros de permeabilidad mitocondrial, el 

cual a su turno afecta el gradiente de protones entre la membrana interna y la matríz, 
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además induce la liberación del citocromo c al citoplasma. Esto trae como consecuencia la 

activación de la apoptosis y alteración en la producción de ATP (Kluck et al., 1997) 

 

1.1.3. Péptido B Amilode y Disfunción Sináptica 

Además de los anteriores efectos sobre los procesos que inducen degeneración celular, se 

ha descrito que el péptido BA puede afectar la función sináptica y por lo tanto el 

procesamiento cognitivo antes del proceso de degeneración misma (Marcello et al., 2008). 

En un reciente estudio, se evaluó los efectos rápidos de la forma soluble del BA en 

neuronas de hipocampo cultivadas. Según este estudio, el BA disminuye el pull de 

vesículas sinápticas en terminales nerviosas excitatorias y además disminuye el número de 

espinas dendríticas de estas células. Estos hallazgos fueron relacionados con una 

disminución en las corrientes posinapticas excitatorias miniatura (mEPSCs) y por lo tanto 

con una disminución en la eficacia sináptica (Calabrese et al., 2007). Los efectos del BA 

sobre la función sináptica también parecen depender de la forma de ensamblaje de dicho 

péptido (fibrilar, no fibrilar, oligomerica) (Ye et al., 2004; Marcello et al., 2008), así como 

en los efectos mismos del BA sobre la excitabilidad neuronal (Yun et al., 2006). Estos 

efectos parecerían explicar en parte los déficits en aprendizaje y memoria por el aumento 

agudo del BA, así como por su depósito. Estudios de nuestro laboratorio, indican que el BA 

25-35 deprime la función sináptica aferente de la amigdala basolateral, un proceso mediado 

por los canales de calcio tipo L presinápticos (Ashenafi et al., 2005). Además, este hallazgo 

indica que el efecto del BA sobre la función sináptica podría afectar múltiples circuitos 

involucrados con otros procesos cognitivos. 

 

1.1.4. Efectos del B Amiloide sobre la Neurotransmisión Glutamatérgica 

Un exceso en la liberación de glutamato sobre estimula a las neuronas y al mismo tiempo 

incrementa los niveles de calcio intracelular a niveles tóxicos. Este fenómeno conocido 

como excitotoxicidad estaría mediado por los receptores ionotrópicos de glutamato. La 

depleción de vesículas sinápticas observada en la E. de Alzheimer puede ser explicada por 

este fenómeno de excitotoxicidad (Butterfield et al., 2007). Además, este hallazgo se 

relaciona con el hecho de que el BA disminuye las vesículas sinápticas de las terminales 

nerviosas excitatorias en neuronas en cultivo (Calabrese et al., 2007), sin embargo hay que 
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tener en cuenta los efectos postsinapticos del mismo péptido. En este sentido, hay evidencia 

de que el péptido BA puede afectar los receptores ionotrópicos para glutamato NMDA y 

AMPA de manera diferencial. En una serie de estudios electrofisiológicos, hay evidencia de 

que el BA puede incrementar la conductancia iónica para NMDA (Molnar et al., 2004) y 

por otro lado disminuir la de AMPA (Parameshwaran et al., 2007) en modelos in vitro así 

como modelos in vivo.  Sin embargo, en estos modelos no se tiene en cuenta factores como 

concentración, tipo y tiempo de exposición del péptido BA, ni tampoco se puede excluir del 

todo los efectos presinápticos. La activación de los receptores NMDA por el BA y el 

subsecuente influjo de Calcio intracelular parecen ser importantes también para los 

procesos de neurodegeneración (Cowburn et al., 1997). Por otro lado, hay evidencia de que 

el BA puede afectar el potencial de membrana de los astrositos, inhibiendo a su vez la 

recaptación extracelular de glutamato y aumentando su disponibilidad en la hendidura 

sináptica (Harkany et al., 2000). El efecto del BA sobre la neurotransmisión ha sido 

evaluado en núcleos del cerebro anterior basal como la banda diagonal de Broca. En ese 

estudio el BA 1-42 afectó la neurotransmisión glutamatergica por vía de los receptores  

nicotinicos presinápticos de acetil colina y regulando la actividad de los receptores 

metabotrópicos de glutamato (Chin et al., 2007).  

 

1.2. Hipocampo 

El hipocampo hace parte de lo que se conoce como la formación hipocampal, formada 

adicionalmente por el giro dentado y el subiculo. El hipocampo es reconocido 

macroscópicamente como una pequeña protuberancia medial en el cuerno temporal del 

ventrículo lateral. Por otro lado, el giro dentado es una estrecha banda en la porción medial 

del hipocampo. El hipocampo hace parte del allocortex el cual es una estructura laminar 

similar al neocortex pero con menos capas y desde el punto de vista filogenético, más 

antigua (Greenstein, 2000). El hipocampo hace parte del sistema límbico y tiene un papel 

muy importante en los procesos de memoria declarativa o explicita, así como en la 

consolidación de la memoria de corto plazo a largo plazo. Este hallazgo se hizo evidente en 

sujetos a quienes se les extirpó el hipocampo quirúrgicamente  (Milner et al., 1998). A 

continuación se abordará en profundidad algunas características sobre su conectividad y 

función.   
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1.2.1. Circuito intrahipocampal  

El hipocampo está formado por una capa de neuronas piramidales las cuales se comunican 

entre sí a través de neuronas GABAergicas (basket cells). Las neuronas piramidales se 

agrupan en tres regiones denominadas CA3, CA2 y CA1. La denominación de CA hace 

referencia al Cornu Ammonis (asta de Ammon) dada la forma del hipocampo. Por otro lado, 

el giro dentado está formado por neuronas granulares, las cuales reciben la información 

proveniente de la corteza entorrinal a través de la vía perforante y proyectan hacia la región 

CA3 del hipocampo por medio de las fibras musgosas. Estas fibras musgosas está formadas 

por los axones de las células granulares  hacen sinapsis con las dendritas apicales de las 

neuronas piramidales. Las neuronas piramidales de la región CA3 proyectan hacia la región 

CA1 a través de las colaterales de Schaffer y luego desde la región CA1 las neuronas 

proyectan hacia el subiculo (Greenstein, 2000; Leranth y Hajszan, 2007) y de allí 

nuevamente a la corteza entorrinal. Ver figura 1.  

 

 
 

Fig. 1. Diagrama de una rodaja de hipocampo de roedor donde se muestran las regiones principales, 

vías excitatorias y conexiones sinápticas. (Tomado de Purves et al., 2001) 
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1.2.2. Conexión Aferente 

Existen tres vías aferentes principales en el hipocampo que fueron mencionadas 

anteriormente: la vía perforante que conecta con las células granulares del giro dentado; la 

fibra musgosa que proyecta a CA3 y finalmente, las colaterales de Schaffer que proyectan 

hacia la región CA1 (Kandel  et al., 1997). La corteza entorrinal, es la principal fuente de 

proyecciones hacia el hipocampo. La capa 2 de la corteza entorrinal no solo se proyecta al 

giro dentado, si no que algunos axones de la vía perforante también se conectan con 

neuronas de CA3 (Leranth y Hajszan, 2007).  A su vez, la corteza entorrinal recibe 

información desde la corteza perirrinal y corteza parahipocampal, estructuras que reciben 

proyecciones de áreas de asociación unimodales y polimodales (lóbulos parietales, 

temporales y frontales) (Milner et al., 1998).  Además de la aferencia desde la corteza 

entorrinal, el hipocampo recibe algunas proyecciones del núcleo septal (Greenstein, 2000). 

En definitiva, la principal estructura del hipocampo que recibe proyecciones externas es el 

giro dentado, el cual recibe proyecciones colinergicas y GABAergicas desde el Septum 

medial, del área supramamilar, aferencias noradrenergicas de los núcleos pónticos y locus 

coeruleus, serotoninergicas del rafe medial y dopaminergicas del área tegmental ventral, 

además de un sistema comisural del hipocampo contralateral (Leranth y Hajszan, 2007). 

 

1.2.3. Conexión Eferente 

El hipocampo proyecta principalmente a diferentes áreas circunvecinas como la corteza 

entorrinal, subiculo y núcleo septal. Por otro lado, el hipocampo también puede afectar 

otras estructuras cerebrales mucho más distantes a través de proyecciones indirectas y 

circuitos complejos. Entre estas estructuras se encuentran el hipotálamo, cuerpos mamilares 

(vía conexión reciproca del fornix), y el neocortex (vía circuito de papez) (Greenstein, 

2000; Kandel et al., 1997). Con respecto a neocortex, se ha descrito el efecto del 

hipocampo sobre estructuras como giro del cíngulo, a través de sus conexiones con corteza 

entorrinal y subiculo (Greenstein, 2000). Las conexiones reciprocas del hipocampo con 

muchas de estas estructuras (incluida la amigdala, corteza prefrontal y de asociación) forma 

lo que se conoce como sistema límbico, un sistema importante para los procesos 

emocionales, entre otras funciones cognitivas (Kandel et al., 1997).  
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1.2.4. Neurotransmisión Glutamatérgica en la función hipocampal 

Las neuronas piramidales, las células granulares y sus conexiones intra hipocampales son el 

mayor componente de lo que se conoce como el circuito trisináptico del hipocampo. Este 

circuito se caracteriza por ser unidireccional y glutamatergico (Leranth y Hajszan, 2007).  

La estimulación a alta frecuencia de cualquier punto del circuito aferente aumenta los 

potenciales posinápticos excitatorios (PEPS) en las neuronas hipocampales; este 

incremento en la eficacia sináptica puede permanecer por horas e incluso días. Este proceso 

es denominado potenciación a largo plazo (long term potentiation- LTP) e  implica cambios 

en receptores postsinápticos, cambios presinápticos (es decir en la liberación del 

neurotransmisor), cambios estructurales en la sinapsis y en la citoarquitectura de la neurona 

misma (Martin et al., 2000; Kandel et al., 1997; Tsien, 2000). La LTP es el modelo básico 

que nos permite entender parte de los procesos funcionales en los circuitos cerebrales que 

participan en la formación de la memoria. De hecho, muchos tratamientos que alteran la 

memoria en animales de experimentación, también afectan la generación de LTP. De esta 

manera la LTP, es la evidencia de una forma de plasticidad sináptica que permite almacenar 

información de manera dependiente de la actividad, fenómeno descrito en estructuras que 

participan en el procesamiento de la memoria (Bliss y Collingridge, 1993). La LTP es un 

proceso que depende de la actividad de los receptores NMDA, AMPA y metabotrópicos 

para glutamato. Durante la generación de LTP, el incremento en la liberación de glutamato, 

y la activación de los receptores AMPA, despolariza a la neurona postsináptica. Una vez 

despolarizada, los receptores NMDA se activan (proceso dependiente de la liberación de 

Mg++ del canal mismo), permitiendo la entrada de calcio. A su vez, la entrada de calcio 

produce la activación de diferentes enzimas (por ejm. la kinasa PKC) las cuales activan 

diferentes factores de transcripción (por ejm. CREB) que inducen la activación de cierto 

genes que modifican la estructura de la neurona postsináptica, aumentando la expresión de 

receptores e incluso podría generar señales que de manera retrograda aumenta la 

probabilidad de neurotransmisor de la neurona presináptica. Todo esto en conjunto aumenta 

la eficacia de transmisión sináptica durante largos periodos de tiempo (Kandel et al., 1997; 

Milner et al., 1998). De esta manera, la función de los receptores de glutamato en los 

diferentes puntos de circuito del hipocampo, es indispensable para su función sináptica y 

por lo tanto para procesos cognitivos más complejos.    
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1.3. Efectos del B amiloide sobre la función hipocampal  

Como anteriormente se mencionó, la LTP hace referencia a una forma de plasticidad, en la 

cual la eficiencia de la transmisión sináptica permanece incrementada a lo largo del tiempo. 

La LTP fue descrita inicialmente en el hipocampo, una estructura de máxima relevancia 

para el procesamiento de la memoria. Hay evidencia de que diferentes formas solubles del 

péptido BA, entre ellos el BA1-42 y sus fragmentos BA 25-35 y 31-35, pueden inhibir la 

inducción de LTP en el hipocampo de roedores (Chen et al., 2000; Freir et al., 2001). Este 

efecto puede ser dependiente de los receptores de glutamato tipo NMDA, así como de otros 

mecanismos (Chen et al., 2002). En otros estudios, ratones transgénicos que sobre expresan 

la proteína APP y por lo tanto tienen incrementados los niveles de BA, presentan deterioro 

en el aprendizaje y memoria (Mucke et al., 2000), así como en la inducción de LTP en giro 

dentado y en la región CA1 del hipocampo (Chapman et al., 1999). Animales transgénicos 

que producen altos niveles de péptido BA (Kotilinek et al., 2002), así como aquellos a los 

que se les administra BA de manera exógena, presentan deterioro en diferentes tipos de 

memoria dependientes de la función del hipocampo. Los efectos de la administración 

exógena de BA sobre la memoria, puede ser prevenido parcialmente por el uso de estatinas. 

Este efecto benéfico podría ser explicado por una disminución de la acumulación de BA y 

del estrés oxidativo (Kurinami et al., 2008). Estudios de neuroimagen en humanos y 

roedores muestran que el hipocampo es una estructura muy sensible a los efectos tóxicos 

del BA. En un reciente estudio se muestra que dentro de la formación hipocampal, la 

corteza entorrinal presenta disminución en el flujo sanguíneo regional. Estos hallazgos 

fueron co-relacionados con deterioro en las pruebas de memoria dependientes del 

hipocampo (Moreno et al., 2007). Por otro lado, estudios de neuronas de hipocampo 

cultivadas expuestas a BA, muestran los diferentes mecanismos encargados de la 

neurodegeneración y la neurotoxicidad. Entre los mecanismos descritos se destacan: el 

estrés oxidativo, la formación de los ovillos neurofribrilares, la disfunción mitocondrial, la 

inactivación de la bomba Na/K ATPasa y la activación de moléculas pro apoptóticas 

(Varadarajan et al., 2000; Maccioni et al., 2001; Kluck et al., 1997). Sin embargo, otro de 

los factores que afectan la función del hipocampo antes de los procesos de muerte celular es 

la disfunción sináptica. El BA afecta considerablemente la actividad colinergica (Maki et 
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al., 2002) así como la glutamatergica del hipocampo (Chen et al., 2002; Maccioni et al., 

2001; Gasparini y Dityatev, 2008).  

2. JUSTIFICACIÓN 

A medida que la población general aumenta su expectativa de vida se incrementa la 

población mayor en la sociedad actual. Esto trae como consecuencia, el desarrollo de una 

serie de patologías que se presentan con mayor incidencia en este grupo de edad. Dentro de 

estas patologías se encuentran las enfermedades neurodegenerativas, y entre ellas la de 

mayor relevancia e impacto es la enfermedad de Alzheimer.  

Los modelos animales, son la primera aproximación experimental que permite entender 

parte de los mecanismos moleculares y funcionales que se producen en estos trastornos 

neurodegenerativos. Actualmente, existen muchos modelos para el estudio de la 

enfermedad de Alzheimer entre los que se destacan los estudios in vitro. Se conoce hoy en 

día que uno de las factores que puede disparar los mecanismos moleculares y celulares que 

producen el trastorno cognitivo en la E. de Alzheimer es la presencia de niveles 

incrementados del péptido Beta Amiloide, así como su depósito en forma de placas. Llama 

la atención que en muchos de los modelos animales, así como en pacientes con diferentes 

grados de E. de Alzheimer, los trastornos cognitivos y concretamente el deterioro en la 

memoria aparece antes del proceso de muerte neuronal y neurodegeneración. Esto está en 

relación con el hecho que el péptido Beta Amiloide puede afectar la actividad sináptica en 

diferentes estructuras cerebrales.  

Por otro lado, hay evidencia de los efectos del Beta Amiloide sobre la función del 

hipocampo. El hipocampo es una estructura muy importante para el procesamiento de la 

memoria, y es una estructura cerebral afectada típicamente en la enfermedad de Alzheimer. 

El BA afecta la neurotransmisión del hipocampo mediada por glutamato. A pesar de la 

evidencia molecular, morfológica y conductual de los efectos del BA sobre la actividad del 

hipocampo, existen pocos trabajos en relación a los efectos de éste péptido sobre la 

neurotransmisión glutamatérgica y más específicamente sobre la actividad funcional de los 

receptores AMPA y NMDA. Estos receptores son de vital importancia para la actividad 

funcional del hipocampo y por lo tanto para el procesamiento cognitivo. El propósito inicial 

de este trabajo consiste en evaluar los efectos de un tipo de BA sobre la neurotransmisión 

glutamatérgica en neuronas del hipocampo mediante un abordaje funcional desde la 
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electrofisiología. Esto nos permitirá comprender parte de los mecanismos por los cuales el 

BA puede producir la disfunción sináptica y la alteración en el procesamiento de la 

memoria en estos individuos.  

 

3. OBJETIVOS 

 

3.1. OBJETIVO GENERAL 

 

Evaluar, mediante  estudio electrofisiológico, si el péptido Beta Amiloide 25-35 modifica la 

respuesta al ácido glutámico en neuronas cultivadas y en rodajas de hipocampo.  

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Caracterizar las respuestas electrofisiológicas inducidas por glutamato en neuronas 

de hipocampo cultivadas. 

 

• Caracterizar la respuesta sináptica en el complejo fimbria-CA3 del hipocampo 

 

• Evaluar los efectos del péptido Beta Amiloide 25-35 sobre la corriente inducida por 

glutamato en neuronas cultivadas de hipocampo.  

 

• Evaluar los efectos del péptido Beta Amiloide 25-35 sobre la actividad sináptica de 

las neuronas de la región CA3 del hipocampo 
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4. METODOLOGÍA 

4.1. Cultivos Primarios de Hipocampo 

Se tomaron células de hipocampo de rata de 2 días postnatal (n=6-7 animales por cada 

cultivo). Tras extraer los cerebros y luego los hipocampos, se realizó un procedimiento de 

disgregación mecánica y enzimática con 0,01% Papaina, 0,1 % Dispasa II y 0,01% 

DNAasa I. Estas células fueron colocadas en cubreobjetos con fondo de Poli-L-lisina estéril 

(5mg/ml) para que las células permanezcan fijas durante su posterior registro 

electrofisiológico. Las células de hipocampo fueron incubadas con medio de cultivo 

Neurobasal A: B27, Penicilina/estreptomicina, ciprofloxacina y Fungizona. Cada 4 días, 

este medio de cultivo fue cambiado y a partir de la segunda semana no se puso 

ciprofloxacina. Las neuronas que son registradas deben mostrar signos morfológicos de 

integridad de su membrana, así como vitalidad tras 15 a 20 días de cultivo. Se escogieron 

células con núcleos no visibles al microscopio, con adecuado volumen de membrana en el 

soma y sin agregados ni granulaciones en su citoplasma.  

 

4.2. Aplicación de Pulsos de Glutamato 

La aplicación de glutamato se realizó mediante un sistema de presión controlada 

(Microinyector de Presión a 0,5 Kpa), la cual estaba conectada a una micro pipeta de 

aproximadamente 50 um de diámetro de punta. Estas pipetas estaban hechas de vidrio de 

borosilicato rellenos con glutamato a una concentración de 100 uM (Furukawa y Mattson, 

1998). Durante el registro electrofisiológico se controló el momento de aplicación del 

Glutamato, así como su respuesta.  La distancia entre la punta de esta micropipeta y la 

célula fue aproximadamente más de 100 um, para evitar artefactos de flujo (Colquhoun et 

al., 1992). El pulso de glutamato fue hecho con una duración de 200ms. (Figura 4 B) 

 

4.3. Soluciones y Fármacos 

Tanto las neuronas en cultivo como las rodajas de hipocampo, fueron bañadas 

extracelularmente en solución de Krebs durante los registros electrofisiológicos. La 

solución de Krebs tiene una composición similar al líquido extracelular: NaCl 117 mM, 

KCL 4.7 mM, CaCl2 2.5, MgCl2 1.20, NaH2PO4 1.25, Glucosa 11, NaHCO3 25. Durante los 
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registros la solución fue burbujeada con gas carbógeno con el fin de mantener el aporte de 

O2 y PH en las células.  

Para el bloqueo de los canales de sodio voltaje dependientes se utilizó TTX (1 µM), TEA 

(5µM) o  Aminopiridina (100 µM) para bloquear los canales de K+ voltaje dependientes,  

APV (50µM) para bloquear los canales NMDA y CNQX (10µM) para bloquear los canales 

AMPA. La concentración de BA 25-35 fue de 1uM. Todos los fármacos, así como el BA 

fueron diluidos en 50 ml de solución extracelular del baño de registro. 

 

4.4. Estudio Electrofisiológico 

4.4.1. Instrumentos 

Electrodos de registro 

Registro intracelular: Se emplearon micro-electrodos de vidrio de borosilicato rellenos con 

una solución electrolítica de acetato potásico 3M y con resistencias de 140 -180 MΩ . Estos 

electrodos fueron fabricados a partir de tubos capilares mediante un estirador de Pipetas 

modelo P87 (Puller)  

Registro en la configuración de cell attach Y Whole Cell. Se utilizaron  electrodos con 

resistencias entre 5 a 10 MΩ rellenos con la solución K-gluconate 100; EGTA, 0.6; MgCl2, 

5.0; Na-ATP, 2.0; Na-GTP,  0.3 y HEPES 40.  Previo al procedimiento de “cell attach” se 

aplicó una  liguera presión positiva para limpiar la punta del electrodo.  

Electrodo externo de estimulación 

Para la estimulación antidrómica del complejo fimbria-CA3, se utilizó un electrodo 

monopolar de acero inoxidable conectado a un generador de pulsos programable 

(MASTER 8).  El electrodo fue posicionado en la fimbria ipsilateral al registro.  

Microscopio y Micromanipuladores 

Para la visualización de las preparaciones se empleó un microscopio de contraste de fases 

(LEICA DM LFSA). Mediante este tipo de microscopía es posible distinguir la membrana 

celular, así como las características de viabilidad celular para el registro.  

Mediante micromanipuladores de precisión (Axon Instruments) se posicionó los electrodos 

de registro sobre las células y los estimuladores (electrodo monopolar y micro pipeta de 

inyección) sobre la fimbria y membrana celular respectivamente, dependiendo de la 

preparación (cultivos o rodajas).  
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Sistema de Perfusión 

Durante el registro de la actividad eléctrica tanto de los cultivos como de las rodajas (slices) 

de hipocampo, se utilizó un sistema de perfusión para mantener la vitalidad celular. Este 

sistema de perfusión permite la movilización constante de solución Krebs oxigenada en la 

cámara de registro de forma laminar. Consiste en una línea de tubos de perfusión y succión 

a un rango de 3,5 ml/m. conectada a un reservorio de líquido de 60 ml.  

Adquisición y Condicionamiento de la Señal 

En primer lugar, las señales registradas fueron preamplificadas y leídas en tiempo real a 

través de un osciloscopio. Luego de que la señal pasa por un conversor análogo-digital 

(mediante una tarjeta de interfase convertidora), es adquirida a un ordenador con 

procesador Pentium III. Luego los datos son procesados por el programa Spike 2 para 

Windows. La amplificación fue modificada dependiendo de las características de la señal. 

El ruido externo fue reducido mediante la cobertura de los cables con aluminio y cubriendo 

el sistema de registro con una caja de Faraday. El ruido interno fue reducido mediante 

filtros pasa-bajos  y Notch filter (filtro para señales de 30 a 40 Hz).  (Figura 2)  

 
Fig. 2. Equipo de registro, microscopio, amplificación y condicionamiento de la señal 

 

4.4.2. Estudio en Rodajas de Hipocampo 

Para este tipo de registro se utilizaron ratas macho cepa Wistar, adultos jóvenes, con pesos 

entre 80 y 90 gramos. Posterior a un procedimiento de anestesia, los animales fueron 

decapitados y luego el tejido nervioso fue removido y mantenido en un ambiente frío y 
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húmedo (Solución de krebs isotónica). El cerebro fue cortado en rodajas de 350 um 

mediante un vibrátomo.   Posteriormente, dicho tejido fue mantenido vivo en solución de 

krebs con sacarosa y un aporte constante de oxigeno mediante un difusor de gas. Tras un 

periodo de incubación de 2 a 3 horas, estas rodajas fueron ubicadas en una cámara de 

registro, que a su vez fue acoplada a un microscopio óptico para observar las estructuras. 

Fue identificado el complejo hipocampal y mediante una serie de coordenadas 

estereotáxicas fue identificada la región CA3 y la fimbria ipsilateral. Fueron introducidos 

electrodos de registro intracelular en CA3 y un electrodo monopolar de estimulación en la 

fimbria (Figura 3 A). Este tejido es bañado constantemente con solución isotónica de Krebs 

a la cual se administró una alícuota de péptido b amiloide (1uM) durante un tiempo 

controlado. Mediante un protocolo de pulsos pareados y pulso hiperpolarizante, se midió 

los PEPS (potenciales excitatorios postsinápticos) y PIPS (potenciales inhibitorios 

postsinápticos), así como la resistencia de entrada de la neurona respectivamente. Luego de 

finalizada la caracterización, así como el registro durante la perfusión con BA, se procedió 

a la inyección de Neurobiotina iontoforéticamente. El tejido fue fijado con 

Paraformaldehido al 3%, posteriormente cortado en rodajas de 40um en frío, y luego 

mediante la técnica de ABC (inmunohistoquimica indirecta) y revelado con DAB, se marcó 

la neurona registrada en la región CA3 (Figura 7B).   

A. B.  
Fig. 3. A. Diagrama esquemático de una rodaja de hipocampo. Se representa la posición del electrodo 

estimulador y el de registro. B. Fotografía de células de hipocampo cultivadas observada en 

microscopio de contraste de fases. Se muestra la posición de la micropipeta rellena con glutamato (izq) 

y del electrodo de registro (der).  
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4.4.3. Estudio en Cultivo de Hipocampo 

En este trabajo se utilizaron las técnicas de patch clamp cell attached y whole cell. En 

primera instancia, para evaluar los efectos del péptido Beta Amiloide sobre la respuesta 

eléctrica de las neuronas en función del tiempo se empleó la configuración de cell attached 

Current Clamp (fig 3 esquema de configuración cell attached y whole cell) l) y se midió los 

cambios de voltaje (depolarizaciones) frente a los pulsos de glutamato. Con la técnica de 

voltage clamp en la configuración cell attached se evaluó los cambios en la corriente frente 

a los pulsos de glutamato luego de fijar el potencial en  -60 y-70 mV. Los parámetros de 

registro fueron los siguientes: filtro pasa-bajos: 2 -5 KHz, amplificación x1 – x5 (ajustado 

según la amplitud de la respuesta). Voltaje de punta ajustado según voltaje generado por el 

líquido de la pipeta frente a la solución de Krebs. El tiempo de registro fue de 15 a 30 

minutos dependiendo de la viabilidad celular (Figura 3B).  

Para los estudios en whole cell, en primer lugar se aproximó la pipeta a la membrana del 

soma neuronal hasta realizar un parche de alta resistencia (giga sello) (Figura 4 B). 

Posteriormente se incrementa la presión negativa de la pipeta mediante succión con jeringas 

de 1 y 10 ml o se aplican pulsos de corriente 0,5nA hasta producir la ruptura de la 

membrana. En ese momento, el líquido que llena la pipeta entra en continuidad con el 

citoplasma y se procede ajustar la capacitancia de la membrana, así como la resistencia en 

serie. Se registran los cambios de corriente frente a los pulsos de glutamato a diferentes 

voltajes (Figura 4).  

 
Fig. 4. Dibujo esquemático del sistema de registro en cultivo, perfusión y técnica de Patch Clamp en 

configuraciones Cell-attached y Whole cell. 
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4.3. Adquisición  y Análisis de datos  

Los datos fueron adquiridos utilizando el programa Signal 3.0. Para la determinación de 

eventos prolongados en el tiempo (potenciales de campo,  eventos sinápticos y corrientes 

prolongadas) se hizo el muestreo a una frecuencia de 500 Hz, con longitud de cada ventana 

de 360 s. y 18000 puntos. Para determinación de eventos rápidos (potenciales de acción, 

corrientes miniatura espontáneas) fue utilizada una frecuencia de muestreo de 12500 Hz 

con ventanas de 1 s.  

Para el análisis de datos se utilizó el programa Mini Analysis versión 6.0.7 de Sinaptosoft 

Inc.  Estos datos fueron convertidos a formato ABF mediante un conversor binario incluido 

en el mismo programa. Se midieron parámetros como amplitud, tiempo de subida , tiempo 

de recuperación y T a partir de una línea base de 250000 ms previo a la pendiente del pico 

inicial. Estos valores fueron analizados mediante el programa estadístico SigmaStat 3.1 y 

para su representación gráfica se empleó Microsoft Excel Office 2003. 
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5. RESULTADOS 
 
Estudio en rodajas de Hipocampo en la Región CA3 

Tras estimular la fimbria ipsilateral se encontró un patrón bifásico de respuesta en el 

potencial de membrana de la neurona de la región CA3 registrada. Dicha respuesta consiste 

en un PEPS inicial de 5,95mV de amplitud y PIPS más tardío de 5,9 mV. Ambas 

amplitudes son el promedio de 118 registros durante el tiempo total de registro. (Figura 5) 

 

 
Fig. 5. Se presenta un promedio de 118 registros de potenciales excitatorios (Izq)  e inhibitorios (Der) 
postsinápticos, en una neurona de la región CA3 del hipocampo, tras la estimulación de su fimbria 
ipsilateral. 
 

 

 
Fig. 6. Diagrama de puntos de una neurona de CA3 durante la perfusión con BA 25-35. A. Se evidencia 
un incremento significativo en los Potenciales Inhibitorios Postsinápticos durante dicha perfusión. B. Se 
observa una disminución en el potencial de membrana en reposo de la célula.  
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Efectos del Péptido BA 25-35 sobre la Actividad Inhibitoria y Resistencia de Entrada 

en CA3. 

El análisis de los PIPS durante el tiempo de exposición al BA 25-35, muestra un 

Coeficiente de Correlación de Pearson r=0,8828, por lo tanto una correlación lineal positiva 

fuerte (0,71-0,90). Esto indica que a medida que la neurona de CA3 se expone al BA, los 

potenciales inhibitorios postsinápticos incrementan su amplitud. De la misma manera, el 

potencial de membrana disminuye su valor, con un Coeficiente de Correlación lineal 

negativa moderada r=-0,5922 (0,51-0,70). (Figura 6)   
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Fig. 7. A. Representación gráfica (diagrama de puntos) de la resistencia de entrada, en una neurona de 
la región CA3 del hipocampo durante la exposición a 20 minutos de BA 25-35. Se evidencia un 
incremento en dicha resistencia a medida que la célula se expone al BA. B. Fotografía en Microscopía 
Optica de una neurona de la región CA3 del hipocampo. Tras su registro eléctrico, dicha neurona fue 
inyectada con Neurobiotina y posteriormente revelada mediante inmunohistoquimica. 
 
 

La resistencia de entrada es un parámetro calculado a partir de la ley de Ohm. Posterior a 

un pulso hiperpolarizante de 5 mv a través del electrodo interno, se registro el cambio en la 

corriente de entrada. A partir de la Ley de Ohm, donde el voltaje será el producto de la 

corriente por la resistencia V=IR, se despeja la formula Ri=V/I. Donde Ri es la resistencia 

de entrada en MOhm. Dicha Ri se incrementa a medida que la neurona de CA3 se expone 

al BA 25-35. Al comparar las Ri de los primeros 4 minutos (tiempo 0 a 4) frente a los 

últimos 4 minutos (tiempo 16 a 20) de exposición a BA,  se encuentra un incremento 

estadísticamente significativo de dicha resistencia (t(43) = -3,094 ;P = 0,003). (Figura 7) 
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Efecto del Beta Amioloide 25-35 sobre la corriente glutamatergica total en neuronas 
de cultivo de hipocampo.  
 
Mediante la técnica de Patch Clamp en células de cultivo de hipocampo (IV 15-21), se 

midió la amplitud de la corriente inducida por la administración de un puff de Glutamato 

(100uM; 200ms). Mediante ANOVA de medidas repetidas se evidencia que durante la 

administración del péptido BA en la configuración cell attached, se reduce la corriente 

glutamatérgica con respecto al control (F(6,12)=170,262; P<0,001), fenómeno que se 

observa en todos los registros a partir del minuto 6. Por otro lado en la configuración Whole 

Cell, la reducción en la corriente glutamatergica se observa a partir del minuto 24 (t = 

6,953; (P = 0,020) y se mantiene dicha reducción en los minutos 30 (t = 5,084; P = 0,037), 

36 (t = 7,471;   P = 0,017) y 40 (t = 5,729; P = 0,029). En los minutos 6, 12 y 18, no se 

encontraron diferencias con respecto al control (F(3,8) =1,25513; P=0,3528). Figura 8 

 

 
Fig.8. A. Representación gráfica de la corriente glutamatergica en configuración Cell Attached, durante 
36 minutos de exposición al BA. Se observa una disminución significativa de dicha respuesta. B. 
Reducción significativa de la corriente de glutamato en configuración Whole Cell frente al BA. C. Se 
presentan algunos registros representativos de la corriente mediada por glutamato en configuración 
Cell Attached.  
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6. DISCUSIÓN 

Los registros obtenidos en  rodaja hipocampales (complejo fimbria-CA3) se observan 

componentes tanto positivos como negativos en los potenciales sinápticos registrados en 

CA3 inducidos por la estimulación antidrómica de la fimbria. Según estudios de 

Schneiderman y colaboradores, el componente positivo (P1) corresponde a PEPS 

dependientes de la actividad glutamatergica no NMDA,  ya que son bloqueados por la 

presencia de CNQX; mientras que el componente negativo depende de la actividad GABA, 

ya que es bloqueada por Bicuculina (Schneiderman et al., 1992). En el presente trabajo se 

registra dicho componente bifásico, indicando que las características fisiológicas de la 

sinapsis fimbria –CA3 puede ser glutamatérgica superpuesto con la activación de 

interneuronas GABAérgicas adyacentes. Durante la exposición del tejido al BA, se observa 

una reducción en el potencial de membrana, así como incremento en los PIPS mediados por 

GABA, proceso dependiente del tiempo de exposición. Estudios previos han encontrado 

efectos de la forma soluble del BA sobre la excitabilidad neuronal, reduciendo el número 

de potenciales de acción e incrementando la post hiperpolarización. Se ha sugerido que esta 

reducción en la excitabilidad podría estar mediado por incremento en la corriente de potasio 

(Yun et al., 2006). En nuestro estudio, la reducción en el potencial de membrana conforme 

se expone el tejido al BA, podría indicar efectivamente este incremento en la conductancia 

para el potasio, ya que el potencial de membrana en reposo depende en gran medida de la 

conductancia para este ión (Kandel et al., 1997). Con respecto al incremento en la actividad 

inhibitoria visto en el presente trabajo, un reciente estudio encontró incremento en la 

inervación GABAérgica, así como en la inhibición sináptica en giro dentado en ratones 

transgénicos que presentaban niveles incrementados de BA (Palop et al., 2007). Sin 

embargo, no hay muchos estudios que describan dicho comportamiento en los modelos de 

administración aguda del BA.  

Como anteriormente se mencionó, la resistencia de entrada se calculó a partir de la Ley de 

Ohm. Por lo tanto, frente a un pulso hiperpolarizante, se genera una fuerza electroquímica 

que facilita la entrada de cargas positivas. Estudios realizados en otros laboratorios, no han 

encontrado cambios en la resistencia de entrada frente a la exposición a BA 1-42 (Yun et 

al., 2006). Sin embargo, en dichos estudios el tiempo de exposición fue menor que en el 

presente trabajo y además el tipo de péptido utilizado era diferente. Se observa por lo tanto, 
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que la resistencia de entrada se incrementa en la medida que la neurona es expuesta al BA 

por más de 15 minutos. Dicho resultado se interpreta como un cierre de canales catiónicos y 

posiblemente de receptores ionótropicos; este hecho en el contexto de una sinapsis 

glutamatérgica, podría indicar el cierre de receptores AMPA/Kainato. Sin embargo, dado 

que durante este estudio no se aisló la respuesta glutamatérgica, frente a otros canales o 

receptores catiónicos, no es posible asegurar que el cambio en la Ri sea únicamente 

atribuida al cierre de receptores glutamatérgicos. De la misma manera, dada la 

superposición del PIPS sobre el PEPS, y dado el cambio en el potencial de membrana en 

reposo, no fue posible atribuir los cambios en la amplitud del PEPS únicamente a la 

exposición al BA.  

Para evaluar los efectos del BA sobre la actividad glutamatérgica postsináptica, se estudió 

la corriente glutamatérgica en células de cultivo de hipocampo, mediante la técnica de 

patch clamp. La exposición de las neuronas de cultivos primarios al péptido BA 25-35, 

reduce la corriente glutamatérgica en dichas células. Esto indica por lo tanto un bloqueo de 

los receptores ionotrópicos mediada por el BA. Estos hallazgos concuerdan con los estudios 

previos realizados es nuestro laboratorio, donde la respuesta glutamatérgica en amígdala 

(Ashenafi et al., 2005) y en Septum Medial (Santos-Torres et al., 2007) fue reducida en la 

medida que estas estructuras eran expuestas al BA. En estos estudios se determinó además 

que dicho efecto estaría mediado por los canales de calcio tipo L y por los receptores 

muscarínicos M1.  Estos estudios se relacionan con el hecho que la disfunción sináptica 

glutamatérgica en el hipocampo generada por las formas solubles de BA, pueden producir 

diferentes tipos de déficits cognitivos, previo al proceso de neurodegeneración misma 

(Selkoe, 2002).   

Los mecanismos a partir de los cuales el BA afecta la función y el número de los receptores 

de glutamato ha sido ampliamente estudiado. Los efectos del BA sobre la actividad 

glutamatérgica pueden darse mediante una interacción directa del BA sobre el receptor o 

afectando el ambiente lipídico circundante. En asociación con esta idea, el BA como 

molécula hidrofóbica se puede unir con diferentes tipos de proteínas de membrana en 

neuronas y glia (Gasparini y Dityatev, 2008) y además puede interactuar con los lípidos de 

la membrana (Matsuzaki, 2007).  Por otro lado, el BA puede afectar el tráfico y expresión 

de los receptores de glutamato en la superficie celular. Estos efectos dependerán del tipo de 
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BA, conformación, tiempo y concentración del mismo. Los efectos del BA sobre la función 

glutamatérgica, dependerán además del tipo de receptor con el cual interactúe. Los dos 

tipos de receptores glutamatérgicos más estudiados en la actualidad son los ionotròpicos 

AMPA y NMDA.  En cuanto a los receptores AMPA, el BA puede modular directamente 

su cinética y función. Adicionalmente, promueve su cleavage y afecta la actividad de 

algunas kinasas (CamKII y cdk 5) que modulan su actividad (Parameshwaran et al., 2008). 

Por otro lado, el efecto del BA sobre los receptores NMDA es un poco más complejo, ya 

que intervienen diferentes mecanismos entre los que se destacan: incremento en la 

permeabilidad al Ca++, facilitación de la endocitosis del receptor y disminución de su 

actividad. El BA, inhibe la proteín Kinasa C (PKC) que a su vez es una enzima importante 

para la actividad de los receptores NMDA y GABA (Parameshwaran et al., 2008), con lo 

cual una posible explicación al desbalance entre actividad inhibitoria y excitatoria vista en 

el presente experimento puede involucrar un mecanismo común.  

La mayoría de autores coinciden en afirmar que el BA reduce la actividad funcional del 

receptor AMPA (Parameshwaran et al., 2007), aunque otros estudios no han descrito dicho 

efecto (Wu et al., 1995). Por otro lado, existe controversia en cuanto al efecto que puede 

tener sobre la función de los receptores NMDA. Algunos autores no encuentran efectos 

sobre la corriente NMDA (Ting et al., 2007), otros encuentran incremento de su actividad 

(Wu et al., 1995; Molnar et al., 2004) y otros reportan disminución (Johansson et al., 

2006). Estas diferencias parecerían depender de la concentración, tiempo de exposición y 

tipo de BA, así como configuración y organización de dicho péptido. Dichos factores 

deberán ser tenidos en cuenta para el diseño de  futuras condiciones experimentales, así 

como para la interpretación de los resultados.  

El estudio de los mecanismos y de los efectos del BA sobre la neurotransmisión 

glutamatérgica, permitirá producir futuras estrategias terapéuticas que atenúen de manera 

efectiva los déficits cognitivos vistos en pacientes con E. de Alzheimer.  
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7. CONCLUSIONES 

 
1. El péptido BA 25-35 disminuye la excitabilidad neuronal en CA3, aumentando el 

potencial de membrana en reposo. La afectación de las células GABAergicas explicaría el 

aumento de la actividad inhibitoria.  

 

2. Los cambios en la resistencia de entrada vista en células de CA3 expuestas a BA, podría 

indicar el cierre de canales pasivos, así como de receptores catiónicos de superficie. 

 

3. El BA 25-35 reduce la corriente glutamatérgica total en neuronas del hipocampo, 

indicando un efecto postsináptico de dicho péptido sobre los receptores ionotrópicos de 

glutamato.  

 
4. Se evidencia un desbalance entre la actividad excitatoria así como la inhibitoria en las 

neuronas del hipocampo conforme el tiempo de exposición al BA se incrementa.  

 
 
 

 
8. PERSPECTIVAS 

 
Para futuros proyectos de investigación, y también como base de una posible Tesis 

Doctoral se proponen las siguientes propuestas de estudio:  

 

1.   Caracterizar las corrientes NMDA y AMPA, así como la conductancia de dichos 

canales en neuronas de hipocampo cultivadas. 

 

2. Caracterizar las corrientes miniaturas espontáneas NMDA y AMPA mediante estudios 

de Patch Clamp en rodajas de hipocampo.  

 

3. Evaluar los efectos del péptido Beta Amiloide 25-35 sobre las corrientes NMDA y 

AMPA en neuronas de hipocampo cultivadas así como en rodajas.  
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