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RESUMEN

ALTERACIONES DE CIRCUITOS NEURONALES EN UN MODELO TRANSGENICO
QUE CONTIENE MUTACIONES EN EL GEN DE PRESENILINA

La Presenilina 1 (PS1) es el componente catalitico del complejo gamma
secretasa y sus mutaciones han sido relacionadas con el desarrollo de la enfermedad
de Alzheimer (EA). En este proyecto identificamos la participacion de la mutacion
M146V-PS1 en la alteracion de circuitos hipocampales en un modelo de ratén (3xTgAD)
de 30 dias de edad. De manera interesante no se encontraron alteraciones
conductuales dependientes de hipocampo sin embargo, se observé un incremento de la
potencia en la actividad theta hipocampal, generada por las neuronas piramidales en
las areas CA1 y subiculum. A nivel molecular, estas neuronas piramidales se
caracterizaron por contener a la proteina Tau hiperfosforilada en los sitios S396 y T231.
Adicionalmente, nuestros datos evidenciaron un incremento de casi 5 veces en los
niveles del Fragmento Carboxilo Terminal (FCT) de la N-cadherina y una disminucion
de la actividad de la cinasa Akt en el modelo 3xTgAD. En conjunto, nuestros datos
sugieren un procesamiento deficiente del FCT de la N-cadherina por la M146V-PS1 lo
que modifica la via PI3K/Akt/ GSK3B causando un incremento en los niveles de

fosforilacion de la proteina Tau alterando asi la actividad theta del hipocampo.



ABSTRACT

ALTERATIONS OF NEURAL CIRCUITS IN A TRANSGENIC MODEL CONTAINING
MUTATIONS IN THE PRESENILIN GENE

Presenilin 1 (PS1) is the catalytic component of the gamma secretase complex
and its mutations have been linked to the development of Alzheimer's disease (AD).
Here, we identified the role of the M146V-PS1 mutation in the hippocampal activity in a
mouse model (3xTgAD) of 30 days of age. Interestingly, hippocampal-dependent
behavioral changes were not found, however, an increase in hippocampal theta activity
power was observed. Of relevance CA1 and subiculum areas pyramidal networks are
responsible for theta rhythms generation. At the cellular level, these pyramidal neurons
were characterized by containing the hyperphosphorylated Tau protein at sites S396
and T231. Additionally, our data evidenced an increase in the levels of the Carboxyl
Terminal Fragment (CTF) of N-cadherin and a decrease in Akt kinase activity. Taken
together, our data suggest a deficient processing of N-cadherin CFT by M146V-PS1,
which modifies the PI3K / Akt / GSK3[ pathway causing an increase in phosphorylation

levels of the Tau protein thus altering the theta activity of the hippocampus.
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1. INTRODUCCION

La Enfermedad de Alzheimer (EA), pertenece al tipo de enfermedades
neurodegenerativas (Aggarwal et al., 2015), que se caracterizan por una disfuncion
cognitiva selectiva y por una pérdida neuronal asociada a proteinas que se acumulan
de forma patolégica en el cerebro (Kovacs, 2016). Estas proteinas le confieren su
caracter histopatolégico y se les identifica en el tejido cerebral de los pacientes como
las Marafias Neurofibrilares de la Proteina Tau (MNFs) y las placas de la proteina beta
amiloide (BA). Aunque no se conoce de manera precisa el proceso de formacion de
estos marcadores, si se han relacionado con eventos moleculares especificos como: el
dafo oxidativo al material genético y anormalidades metabdlicas (Mondragon-
Rodriguez et al., 2010). Por otro lado, se han identificado mutaciones genéticas
relacionadas con la EA en tres genes humanos: en la Presenilina 1 (PS1, mas de 150
mutaciones), en la Presenilina 2 (PS2, 10 mutaciones) y en la proteina precursora
amiloide (APP, 25 mutaciones) (De Strooper, 2007).

El deterioro a los procesos de memoria observado durante la EA es el resultado
de cambios neurodegenerativos que se inician en la formacion hipocampal y continuan
como una red neuronal extendida que comprende al I6bulo temporal medial y el I6bulo
parietal medial (Moodley et al., 2014). El hipocampo es una estructura cerebral
localizada en el I6bulo temporal del cerebro, y estd compuesto de una serie de capas,
dentro de las cuales se ubica la capa piramidal que estd conformada por células
piramidales y se cree estd implicada en la generacion de una actividad cerebral
eléctrica conocida como actividad theta (Schultz et al., 2014; Cruikshank et al., 2012).

Con la finalidad de estudiar la EA se han desarrollado modelos animales que
expresan mutaciones relacionadas con esta enfermedad, de manera interesante en
algunos de los estudios en estos modelos han reportado alteraciones en la actividad
hipocampal theta (Mahar et al., 2016; Goutagny et al., 2013; Siwek et al., 2015).

Debido a que las mutaciones en el gen de la PS1 abarcan alrededor del 75 a
80% de las mutaciones relacionadas con la EA (Wu et al., 2012), y que se ha
demostrado que estas mutaciones juegan un papel muy relevante en el procesamiento
de proteinas que regulan tanto la actividad sinaptica (la proteina BA) como importantes
vias de senalizacion celular (Notch y N-cadherina) (Lu et al., 2014; Hardy et al., 2002;
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Artavanis-Tsakonas et al., 1999; Fortini, 2002; Fannon et al. 1996; Huntley et al., 2002),
el objetivo de este proyecto fue identificar la contribuciéon de la mutacion M146V en el
gen de la PS1 en la alteracion de los circuitos hipocampales de un modelo con tres
mutaciones relacionadas con la EA: el raton 3xTgAD, que posee ademas, las
mutaciones: PPASwe, y Tau-P301L, que ofrece un contexto en el que se desarrollan
tanto las placas de BA, como las Marafias Neurofibrilares de la proteina Tau (MNF)
(Oddo et al., 2003).

2. ANTECEDENTES

2.1. PRESENILINA 1 (PS1)

La PS1 y su homologo, Presenilina 2 (PS2) son proteinas de membrana evolutivamente
muy conservadas (Golde et al., 2001). El gen que codifica para PS1 se encuentra en el
cromosoma humano 14 (14924.3), y fue identificado a través de un analisis genético
realizado en familias con presencia de formas autosémicas dominantes de la EA (Wu et
al.,, 2012). El gen de PS2, que se encuentra en el cromosoma 1 (1942.2) fue
identificado posteriormente por homologia (Rogaev et al., 1995). Tanto el gen de PS1
(Figura 1), como el de PS2 estan organizados en diez exones y sufren un proceso
llamado empalme alternativo dependiente del tejido, por lo que su localizacion influye
en sus patrones de expresion (Li et al., 2013). El gen de PS1 suele transcribirse de
manera constante en el cerebro, mientras que la presencia de PS2 es mucho menor en
este tejido, con excepcién de su alta tasa de transcripcion en el cuerpo calloso (Tandon
et al, 2002; Hutton et al., 1996; Prihar et al., 1996). La PS1 es el centro catalitico del
complejo de gamma (y) secretasa y el ensamblaje de este complejo requiere la
asociacion de la PS1 con tres proteinas membranales adicionales que son: Nicastrina,
APH (“Anterior Pharynx Defective”), y PEN2 (“Presenilin Enhancer 2”) (Dries et al.,
2008; Spasic et al., 2008). Ademas, la PS1 posee nueve dominios transmembranales
(DTMs), y dos residuos cataliticos de acido aspartico localizados en los DTM6 y 7, que
son requeridos para la hidrolisis del sustrato (Laudon et al., 2005).

El ensamblaje del complejo y secretasa es acompanado por un paso de
activacion en el que la PS1 es endoproteolizada y convertida a un heterodimero
formado por sus extremos N-terminal y C-terminal (PS1-FNT/PS1FCT) (Thinakaran et
al., 1996; Kimberly et al., 2000; Wolfe et al., 1999). El complejo y secretasa tiene dos
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actividades cataliticas: una de ellas es endoproteolitica, mediante la cual se liberan
dominios intracelulares de proteinas transmembranales tipo 1, y la otra es una actividad
de carboxipeptidasa, la cual corta DTMs restantes del sustrato hasta la liberacion del
dominio final (Wolfe, 2013). Las interacciones entre los DTMs dentro de la PS1 y las
moléculas con las que interactuan son esenciales para el ensamble de la y secretasa y
maduracion, asi como para el acoplamiento del sustrato y su procesamiento (Spasic et
al., 2008).

Figura 1. A. Cromosoma humano 14. El gen de la Presenilina 1 se sefiala con una flecha amarilla. B.
Diagrama esquematico de la topologia membranal de la PS1. Los nueve dominios transmembranales se
observan en la banda color verde. Los residuos cataliticos de aspartato se resaltan en color rojo. La
secuencia de reconocimiento de sustrato se muestra en color violeta. Tomado de (Li et al., 2013).

El complejo y secretasa (Figura 2), escinde muchas proteinas de membrana de
tipo | con papeles criticos en la funcidon neuronal, tales como el receptor Notch, que
tiene un papel critico en gran variedad de eventos de sefalizaciéon y en modificaciones
que afectan el destino celular tanto en la embriogénesis como en la adultez (Artavanis-
Tsakonas et al., 1999; Fortini, 2002) la N-cadherina, que presenta un papel vital en la
unién de membranas pre y post sinapticas, en el crecimiento axonico, sinaptogénesis y
en eventos de plasticidad sinaptica como lo es la potenciacion a largo plazo (Fannon et
al. 1996; Huntley et al., 2002) y en el procesamiento de la proteina precursora amiloide
(PPA) (Lu et al., 2014; Hardy et al., 2002).



La PPA es una proteina transmembranal implicada principalmente en el
desarrollo de la EA (Tandon et al.,, 2002). La PPA, es precursora de la proteina 3
amiloide (BA) y ya que es conocido que las mutaciones en PS1 tienen implicaciones
directas en la produccion del BA, estas ultimas han sido estudiadas como factores

importantes en el desarrollo de la EA (Tandon et al., 2002).

Figura 2. Representacion tridimensional del complejo de gamma secretasa formado por: Nicastrina, Aph-
1, Pen 2 y PS1. Tomado de (Lu et al., 2014).

2.2. ENFERMEDAD DE ALZHEIMER (EA)
La EA forma parte de un grupo de enfermedades denominado demencias entre las que
también destacan la Demencia Vascular, la Demencia con cuerpos de Lewy y la
Degeneracion lobular frontotemporal, entre otras (Bhogal et al., 2013). Clinicamente la
EA se caracteriza por una demencia que al inicio genera un fallo sutil y poco reconocido
de la memoria, el cual se va agravando hasta incapacitar al paciente. Las
caracteristicas clinicas adicionales de este padecimiento incluyen confusion, agitacion y
alucinaciones y de manera ocasional se presenta un aumento del tono muscular,
mioclono, incontinencia y mutismo (Bird, 1993). Durante el desarrollo de la EA, el
deterioro de las funciones cognitivas conlleva a complicaciones mayores que se
manifiestan tras pocos afos de presentarse la enfermedad (Galasko et al., 1995).

La esperanza de vida para un paciente con EA puede variar entre 3 y 10 afios
desde el momento del diagnéstico (Brookmeyer et al., 2002; Helzner et al., 2008). La



muerte de los pacientes con EA es provocada por inanicion, mala nutricion y neumonia
(Bird, 1993). Actualmente, la EA es el tipo de demencia mas comun y segun el Reporte
Mundial de Alzheimer del aio 2016, hasta este afio habia 47 millones de personas con
algun tipo de demencia y se ha previsto que la cifra incremente a 131 millones de
personas para el afio 2050 (Soler et al., 2017; Prince et al., 2016). La demencia tiene
ademas un impacto econdmico estimado en 818 mil millones de ddlares, y se estima
que en el afio 2018 se convertira en un billon de ddélares (Prince et al., 2016).

El mayor factor de riesgo para la EA es la edad avanzada, por lo que los
cuidados de salud se enfocan a personas de esta edad. Sin embargo, una minoria del 2
al 10% de los pacientes con EA presentan sintomas antes de alcanzar los 65 afos de
edad. A este subgrupo de la EA se le denomina EA de inicio precoz (EAIP), y cuando
los sintomas inician después de los 65 anos se denomina EA de inicio tardio (EAIT)
(Gerritsen et al., 2016). Los pacientes que presentan EAIP, se han identificado como
portadores de mutaciones en ciertos genes de relevancia para el desarrollo de la
patologia, tales como el gen de la PPA, y los genes que codifican PS1y PS2, que como
se menciond anteriormente son proteinas transmembranales importantes en el
procesamiento de la PPA para dar lugar a la generacién de la proteina BA (Shen et al.,
2007). Existen pocos estudios sobre la prevalencia de la EA en México, sin embargo, se
ha determinado que en la poblacion mayor de 20 afos de edad, la prevalencia de la
demencia es del 6.1 al 7.9%, lo que lo coloca como el quinto pais con mayor
prevalencia de la patologia en América Latina (Llibre Rodriguez et al., 2008; Prince et
al., 2008; Mejia-Arango et al., 2011). En este sentido, se han vuelto de vital importancia
pruebas que permitan un diagnostico y tratamiento durante etapas tempranas del
desarrollo de la EA (Mondragon-Rodriguez et al., 2013). Hoy en dia no existen
tratamientos efectivos que detengan el desarrollo de la EA, debido a que los métodos
de diagndstico empleados no la detectan sino hasta un estado avanzado en donde las
estrategias terapéuticas son menos eficaces (Mueller et al., 2005; Mondragdn-
Rodriguez et al., 2010).



2.2.1 METODOS DIAGNOSTICOS EN LA EA

Uno de los mayores retos a nivel de diagndstico en la EA, es lograr que éste sea
especifico, ya que algunos otros tipos de demencia se le asemejan en cuanto a
sintomatologia y pueden confundir el diagndstico (Chiba et al., 2016). Para la
realizacion de un diagnostico definitivo de la EA no so6lo se deben presentar deficiencias
cognitivas importantes, sino que éstas deben correlacionar con los hallazgos
histopatoldgicos caracteristicos en la autopsia (Mueller et al., 2005). En una persona
viva, el posible o probable diagnostico de la EA se realiza con base en la presencia de
dos o mas deficiencias cognitivas severas que afecten en gran medida el
comportamiento diario del paciente (Mueller et al., 2005). Por lo tanto, si hasta ahora, el
diagndstico de la EA en etapas medias o avanzadas es complicado, su diagndstico en
etapas tempranas es incluso un reto mayor, porque existe evidencia de que los
mecanismos patologicos moleculares de la EA comienzan incluso afios antes de
encontrarse las marcas histopatoldgicas y de la manifestacion de dafios cognitivos en el
paciente (DeKosky et al., 2003). Durante las etapas iniciales de la EA el tratamiento
podria ayudar a preservar las funciones cognitivas, es por esto que se ha mostrado

gran interés en encontrar marcadores en esta etapa de la enfermedad.

2.2.2 BIOMARCADORES
Ademas de las mediciones clinicas y neurofisiolégicas para el diagnodstico de la EA
existen tres principales categorias de biomarcadores que pueden proveer informacion

esencial: los genéticos, bioquimicos y los de neuroimagen (Mueller et al., 2005).

2.2.2.1 BIOMARCADORES GENETICOS

Existen estudios en gemelos que han mostrado una herencia de la EA de alrededor de
un 60%, lo anterior sugiere que los factores genéticos juegan un papel muy importante
en el desarrollo de esta patologia (Bergem et al., 1997). Como se menciond, se han
identificado mutaciones en los genes de la PPA, y los genes de PS1 y PS2 que
contribuyen al desarrollo de la EA (Tandon et al., 2003). Se sabe que las mutaciones en
PS1 tienen implicaciones directas en la produccién del BA (Tandon et al., 2002): la
mutacion de dos residuos de aspartato altamente conservados en PS1 (Asp257 y

Asp385), inhibe la actividad de la y secretasa y de esta manera se disminuye la



liberacion del BA (Wolfe et al., 1999), ademas, cuando se encuentran las mutaciones
D257A 6 D385A en PS1, ésta se integra en menor proporcion al complejo de la y
secretasa (Yu et al., 2000). Una de las consecuencias directas de las mutaciones de la
PS1 como la A79V, 1143T, A231V y C263, es el aumento en el cociente BA42/BA40,
siendo el BA42 mas propenso a la polimerizacion y a ser neurotoxico (Kuperstein et al.,
2010), ademas, participa en mayor proporcion en la formacion de placas de BA
(marcador histopatolégico de la EA) en la corteza asociativa y sistema limbico,
generando una respuesta inflamatoria, estrés oxidativo y afectaciéon de los circuitos

neuronales (Palop et al., 2010).

2.2.2.2 BIOMARCADORES BIOQUIMICOS

Los biomarcadores bioquimicos surgieron desde la identificacion de algunas moléculas
claves en el desarrollo de la EA tales como la proteina Tau y la proteina beta amiloide
(BA) (Mueller et al., 2005). Existen basicamente dos principales grupos: los
biomarcadores especificos para el proceso de la EA y biomarcadores no especificos,
que miden epifendmenos de la evolucidn de la patologia tales como inflamacion o
estrés oxidativo (Mueller et al., 2005). Entre los especificos se encuentra la
determinacion de la proteina BA en el liquido cefalorraquideo (LCR) ya que se han
encontrado niveles anormales de ésta en pacientes con EA de la variedad hereditaria,
sin embargo, los pacientes que presentan la variedad esporadica de la EA presentan
rangos amplios de BA en el LCR que se superponen con los valores detectados en
sujetos control, lo que disminuye su utilidad como biomarcador (Irizarry, 2004). Otra
proteina que ha sido blanco de estudio como potencial biomarcador de la EA es la
proteina Tau, sin embargo, los niveles de esta proteina también son afectados en otras
patologias asociadas a la neurodegeneracién, por lo que su valor como posible

biomarcador de la EA se encuentra limitado (Hampel et al., 2004).

2.2.2.3 BIOMARCADORES DE NEUROIMAGEN

En cuanto a los biomarcadores de neuroimagen existen dos categorias principales: la
imagen estructural, que incluye la tomografia asistida por computadora (CT) y la imagen
por resonancia magnética (MRI). La segunda categoria es la imagen funcional, que

incluye la tomografia de emision de un foton (SPECT) y la tomografia por emisién de



positron (PET), estas técnicas basadas en neuroimagen detectan anormalidades
metabdlicas en el tejido asociadas con neurodegeneracién (Mueller et al., 2005), en
este sentido se ha desarrollado la exploracién por PET con una nueva radiosonda (C-11
PIB) con la que se han logrado tomar imagenes de la acumulacion de placas de beta
amiloide en el cerebro vivo, sin embargo, la heterogeneidad en la conducta, la
interpretacion de la prueba y la falta de umbrales definidos no permiten su uso como

una herramienta de utilidad (Zhang, 2014).
2.2.3 MARCADORES HISTOPATOLOGICOS DE LA EA

2.2.3.1 PLACAS DE BA

El estudio histologico del tejido cerebral de los pacientes revela dos marcas
caracteristicas de esta patologia: placas extracelulares constituidas de la proteina BA y
las MNF compuestas por la proteina Tau hiperfosforilada que son localizadas
intracelularmente, (Figura 3) (Lue et al., 1999; Grundke-Igbal et al., 1986; Galvan et al.,
2001; Mondragon-Rodriguez et al., 2008). Es considerado que un exceso en los niveles
de la proteina BA es uno de los principales detonadores de la disfuncién y degeneracion
neuronal que se presentan en la EA (Thinakaran et al., 2008). La proteina BA esta
formada por 38-43 aminoacidos y es el producto del procesamiento de la PPA, esta
proteina sufre una secuencia de rupturas cataliticas llevadas a cabo por los complejos
enzimaticos: B secretasa y y secretasa, cuya composicidn se menciond anteriormente
(Golde et al., 2001). El sitio blanco para otro complejo enzimatico que actua sobre la
PPA (a secretasa) se encuentra dentro de la secuencia de la proteina BA, por lo que asi
su accién impide la formacion de la proteina BA (Chow et al., 2010). El fragmento amino
terminal generado a través de la accion de la a o B secretasa es llamado PPA secretado
(sPPA) o o B3, segun el complejo que les dio origen, mientras que los fragmentos
carboxilo terminales (CFT, por sus siglas en inglés) generados por la a y 3 secretasa
son llamados CFT83 y CFT99, respectivamente (Obregon et al, 2012). El
procesamiento de estos CFT por el complejo de la y secretasa resulta en la generacion
de p3 y BA, respectivamente, ademas de un fragmento remanente unido a la membrana
plasmatica conocido como Dominio Intracelular de la PPA (APP Intracelular Domaine,

AICD, por sus siglas en inglés) (Chow et al., 2010).
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https://www.radiologyinfo.org/sp/glossary/glossary.cfm?gid=956

Figura 3. Fotomicrografia de una seccibn de la neocorteza cerebral de un cerebro
perteneciente a un paciente con EA tenido empleando inmunohistoquimica de doble marcaje
para BA (Café rojizo) y proteina tau (negro). Las placas de BA (sefaladas en flechas verdes),
tienen forma casi esférica y se encuentran a nivel extracelular, mientras que las MNFs
(sefialadas en flechas azules) se desarrollan de manera intracelular. Escala 50um. Tomado de
(Nelson et al., 2012).

La proteina BA hasta hace unos afos era considerada patoldgica, y el rol que
tenia en condiciones fisiolégicas no estaba claro. A nivel experimental, se ha descrito
que la proteina BA esta implicada en procesos fisiolégicos de memoria y aprendizaje en
animales jovenes y sanos (Morley et al., 2010). Otros hallazgos destacan el papel de la
proteina BA en el control de la actividad sinaptica (Kamenetz et al., 2003). Se ha
reportado que la actividad hipocampal evocada en rebanadas de cerebro incrementa la
produccion de BA mediante el incremento del transporte de PPA hacia los sitios de
accién del complejo B secretasa en la membrana. Lo anterior promueve la formacién de
BA, pero también incrementa la formacion de otros fragmentos como AICD, los cuales
también podrian modular la actividad sinaptica (Ma et al., 2007). Con base en lo anterior
la importancia de la proteina BA en condiciones fisiolégicas es clara, sin embargo, es

conocido que la patogénesis de la EA podria relacionarse con el procesamiento



proteolitico anormal de la PPA, que genera agregados de BA insolubles (Shin et al.,
2010). Estos oligdmeros pueden alcanzar concentraciones del orden de nanomolar y
adsorberse a receptores tanto neuronales como gliales. Los oligobmeros se internalizan
y se pliegan para después formar fibras; posterior a esto conforman las placas de BA
(Seeman et al., 2011). Se ha encontrado inflamacion en tejidos cerebrales de pacientes
con EA, la cual se ha relacionado con una activacion de las proteinas del complemento
generada por la presencia de las placas de BA (Rogers et al., 1992). Adicionalmente, se
ha descrito que la formacion de mondmeros y oligdmeros de BA afecta la conexion
neuronal, aunque el mecanismo no ha sido elucidado, una de las principales hipodtesis
gira alrededor de la modificacién y alteracion de procesos de plasticidad sinaptica
(asociados a mecanismos de formacién de memoria) conocidos como depresion a largo
plazo (LTD) y la inhibicion de su contraparte, la potenciacion a largo plazo (LTP), lo que
se podria traducir como potencial efector del dafio detectado a nivel de la actividad

cerebral (Mucke et al., 2012; Mondragon-Rodriguez et al., 2012).

2.2.3.2 MARANAS NEUROFIBRILARES DE TAU

Como se menciond, otra marca histopatolégica de la EA son las MNFs constituidas
principalmente por la proteina Tau (Figura 3). La proteina Tau es conocida por
participar en la regulaciéon de la estabilidad y dinamica de los microtubulos (Timm et al.,
2006; Yu et al., 2006) y fue descubierta casi simultaneamente en los Estados Unidos y
en Europa como una proteina que mejora la eficiencia de la tubulina para formar
microtubulos en el cerebro (Cleveland et al., 1977). El gen humano que codifica para la
proteina Tau se localiza en el cromosoma 17, ocupa alrededor de 100 kb y contiene al
menos 16 exones (Figura 4) (Kimura et al., 2014). Existe una unica regién de exén no
traducida siguiendo a la region 5’ rica en GC. Por encima de este exdon hay numerosas
secuencias de ADN que contienen sitios de unién consenso para factores de
transcripcion promiscuos tales como AP2 o SP1. La proteina Tau se expresa en
neuronas (Avila et al., 2004). El gen de Tau es transcrito a ARN nuclear, que mediante
un proceso de empalme alternativo da lugar a distintas especies de ARN mensajero
(mARN). La traduccién de estos distintos mMARNSs resulta en la produccion de diferentes
isoformas de la proteina Tau, con distinto numero de exones que es caracteristica en el

neurodesarrollo (Avila et al., 2004). Un gran numero de polipéptidos de Tau aparecen al

10



fraccionar proteinas de extractos de cerebros mediante electroforesis. Algunos de estos
polipéptidos se generan mediante empalme alternativo de ARN (Goedert et al., 1989;
Himmler; 1989) y otros mediante modificaciones postraduccionales como la fosforilacion
(Baudier et al., 1987; Garcia de Ancos et al., 1993).
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Figura 4. A. Cromosoma humano 17. El gen de la proteina Tau se sefala con una flecha
amarilla.B. Esquema de Proteina Tau. Inserciones N-terminal resaltadas en color amarillo.
Dominio rico en prolina resaltado en verde. Dominio de unidén a microtubulos en color azul.
Tomado de (Kimura et al., 2014).

El procesamiento de la proteina Tau durante la EA es particular, porque presenta
tres modificaciones de tipo postraduccional: fosforilacién, escision y cambios
conformacionales, los cuales se han propuesto como eventos que promueven a la
proteina hacia un estado patolégico (Mondragén-Rodriguez et al., 2008). No obstante,
la fosforilacion de la proteina Tau se ha postulado como uno de los primeros eventos
que aparece en estadios muy tempranos durante el desarrollo de la EA (Mondragon-
Rodriguez et al., 2014).

Referente a la fosforilacion, la proteina Tau puede ser fosforilada en mas de 45

sitios, la mayoria en la regioén rica en prolina (Region-P, entre los residuos 172-251) y
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en la region C terminal por distintas cinasas, entre ellas la cinasa glicogeno sintetasa
3B (GSK3pB), cinasa 5 dependiente de ciclina (Cdk5), JNK y la cinasa reguladora
asociada a microtubulos (MARK) (Hanger et al., 2009; Dolan et al., 2010). La
fosforilacion de Tau por GSK3B y Cdk5 afecta las interacciones entre Tau y los
microtubulos, reduciendo la afinidad de los microtubulos por Tau: la fosforilaciéon del
sitio Ser214 por la PKA genera un efecto similar (Wagner et al., 1996; Schneider et al.,
1999). De manera notable, la fosforilacion de las serinas dentro del dominio Lys-Xaa-
Gly-Ser (KXGS) de los dominios de unién a microtubulos (MTBDs) de la proteina Tau
induce un fuerte efecto negativo en la interaccion de la proteina Tau con los
microtubulos, la cinasa que fosforila estos sitios es MARK (Drewes et al.,, 1997).
Ademas, la fosforilacion modula el funcionamiento de la proteina Tau y la proteina Tau
altamente fosforilada es menos eficiente para promover la polimerizaciéon vy
estabilizacién de los microtubulos (Avila et al., 2004).

Como se menciond, las MNFs estan compuestas por ramilletes de filamentos
anormales, constituidos por la proteina Tau anormalmente fosforilada (Brion, 1998).
Estos se acumulan alrededor del nuicleo, ademas de acumularse en dendritas y en axon
(Avila et al., 2004). Estos filamentos muestran constricciones regulares y han sido
descritas como dos filamentos entrelazados de forma helicoidal entre si, y a estos se
les conoce como filamentos helicoidales pareados (PHF, por sus siglas en inglés:
Paired Helical Filaments) (Barghorn et al., 2004). Pueden distinguirse diversos estados
de MNFs segun su morfologia, el estado “premarafia” se caracteriza por la acumulacién
de tau fosforilada en el compartimento somatodendritico, sin que exista la formacién de
PHF (Bancher et al., 1989; Braak et al., 1994). En el siguiente estado, algunos bastones
inmunorreactivos de Tau aparecen en soma y dendritas. Las clasicas MNFs estan
hechas de ramilletes empacados que llenan una parte del cuerpo celular y que se
extienden hacia las dendritas. Las marafias extracelulares, que reflejan pérdida
neuronal (Cras et al.,, 1995) permanecen por un largo periodo como resultado de su

resistencia parcial a la protedlisis (Bondareff, 1994; Brion,1998).
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2.2.3.3 PROGRESION DE MARANAS NEUROFIBRILARES DE TAU Y PLACAS
EXTRACELULARES DE BA

La progresion del BA durante el desarrollo de la enfermedad es poco predecible, a
pesar de esto se ha realizado una clasificacion en tres etapas: en la etapa A, se
encuentran depdsitos amiloides en las porciones basales de los l|ébulos frontal,
temporal y occipital; en la etapa B, se encuentra una afectacién de todas las areas
isocorticales de asociacion, y la formacion hipocampal se encuentra parcialmente
afectada; y en la etapa C, donde ademas de las afectaciones anteriores se encuentran
depdsitos en la capa molecular del cerebelo y el nucleo subcortical, asi como el cuerpo
estriado, el talamo, hipotalamo y nucleo subtalamico (Braak et al., 1991).

Existen un gran numero de estudios clinicopatoldégicos que han establecido que
la carga amiloidea (placas totales de BA, placas de nucleo denso o placas neuriticas) no
correlaciona con la severidad ni con la duracion de la EA (Hyman et al., 1993; Bierer et
al.,1995; Giannakopoulos et al., 2003; Ingelsson et al., 2004; Gomez-Isla, 1997). De
hecho, en una regiéon de acumulacion temprana de BA, como lo es la corteza temporal
de asociacion, la carga amiloidea alcanza un estado estacionario poco después del
inicio de que se presenten los sintomas cognitivos o incluso en la fase preclinica de la
EA (Ingelsson et al., 2004; Serrano-Pozo et al.,, 2011), y el tamafo de las placas
tampoco incrementa de forma significativa a la par de la progresién de la EA (Hyman et
al., 1993; Serrano-Pozo et al., 2011). Lo anterior respalda la hipotesis que la proteina
BA tiene una pobre utilidad como posible biomarcador del diagndstico y la progresion de
la EA.

Por otro lado, durante la progresion de la EA, las MNF de Tau exhiben un patrén
comun (Figura 5), que ha permitido el establecimiento de seis etapas segun los sitios
anatémicos en los que se encuentre esta lesion (Serrano-Pozo et al., 2011). Segun la
clasificacion de Braak et al., 1991 las primeras MNFs aparecen de manera sistematica
en la region transentorrinal (etapa 1) junto con la corteza entorrinal propiamente dicha,
seguida por la region CA1 del hipocampo (etapa Il). El hipocampo es un area del
cerebro que posee una importancia critica para procesos de aprendizaje y memoria,
esta estructura es vulnerable al dafo en etapas tempranas de la EA (Mu et al., 2011). A

continuacion, las MNFs se desarrollan y acumulan en estructuras limbicas tales como el
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subiculo de la formacion del hipocampo (etapa Ill) y la amigdala, talamo y el Claustrum
(etapa V). Por ultimo, las MNFs se extienden a todas las areas isocorticales (etapa
isocortical), con afectacién anterior y mas severa en las areas asociativas (etapa V) que
en las areas sensoriales primarias, motoras y visuales (etapa VI). Puede ocurrir una
afectacion grave del estriado y la sustancia negra durante la fase isocortical tardia. Este
patron en etapas se correlaciond con los niveles préximodistales de las arterias
hemisféricas principales, o que plantea la posibilidad de que este efecto sea mediado
por la transmision de volumen del liquido cefalorraquideo en el cerebro (Papp et al.,
2013).

Transentorhinal Limbic Isocortical
(1-11) (1-1V) (V-VI)

4 3-1-2

>

Figura 5. Patrén espaciotemporal de la degeneracién neurofibrilar. Las areas sombreadas
indican la distribucion de las MNFs, se representan las densidades con colores mas intensos.
Amyg=Amigdala; EC=Corteza Entorrinal; CA1= area del hipocampo; Cg=Corteza cingulada; 4=
Corteza motora primaria; 3-1-2=Corteza sensitiva primaria; 17=Corteza visual primaria
18=Corteza visual de asociacion (Serrano-Pozo et al., 2011).

Varios estudios de diferentes grupos han revelado que la cantidad y la
distribucion de las MNFs correlacionan en gran medida con la severidad y duracién de
la demencia (Bierer et al., 1995; Gomez-Isla, 1997; Giannakopoulos et al., 2003;
Ingelsson et al., 2004). De hecho, el inicio del impedimento de la memoria episddica
caracteristica de la EA se explica por el aislamiento de las estructuras del l6bulo
temporal medial de la isocorteza de asociacion y el nucleo subcortical causado por la

degeneracion neurofibrilar. Después la afectacion de areas isocorticales de asociaciéon
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de orden superior contribuye al impedimento de dominios cognitivos adicionales,
incluyendo una disfuncion ejecutiva (corteza prefrontal), apraxias (corteza parietal), y
déficits en la navegacién visuoespacial (corteza occipitoparietal); visuoperceptivos
(corteza occipitotemporal), y de memoria semantica (corteza temporal anterior), dando
lugar al sindrome de demencia caracteristico de la EA. Por otro lado, la afectacion
tardia de las areas isocorticales motoras, sensoriales y visuales primarias, explica la
escasa afectacion de las areas motoras, sensoriales y visuales (Hyman et al., 1984;
Arnold et al., 1991; Braak et al., 1991).

En resumen, a diferencia de la progresion de la proteina BA durante el curso de
la EA, las MNFs conformadas por la proteina Tau fosforilada son un mejor marcador de
la progresidn de la patologia, sin embargo, el hallazgo de estas lesiones se ha
reportado cuando ya existen también alteraciones a nivel cognitivo (Bierer et al., 1995;
Giannakopouloz et al., 2003), por lo que el tratamiento no podra revertir estas
alteraciones. Por otro lado es importante destacar que el hallazgo de la proteina Tau
hiperfosforilada, no sélo se correlaciona con la evolucion de la EA sino que también con
otras patologias tales como Sindrome de Down, la enfermedad de Pick y la
enfermedad de Parkinson (Probst et al., 1996; Mondragdn-Rodriguez et al., 2008; Lei et
al., 2010).

2.3 EL HIPOCAMPO Y EL RITMO CEREBRAL THETA

El hipocampo es una regidn del cerebro localizada en el I6bulo temporal y derivada de
la regién medial del telencéfalo (Figura 6). La formacion hipocampal es considerada
como la principal estructura implicada en la generacion del ritmo theta, que se ha
considerado como la actividad electroencefalografica mejor sincronizada que se registra
en el cerebro de los mamiferos a frecuencias de 2 a 12 Hz (Cruikshank et al., 2012;
Kowalczyk et al., 2013; Bohbot et al., 2017). Esta actividad se relaciona de manera
experimental con procesos como comportamiento durante la vigilia y fase REM del
sueno (Meador et al., 1991; Cantero et al., 2003), navegacion espacial activa (Kahana
et al., 1999; Caplan et al., 2003), y la memoria de trabajo (Raghavachari et al., 2001). El
hipocampo forma parte del sistema limbico y se organiza anatomicamente en el Cuerno
de Amon, que a su vez se divide en las areas CA1, CA2 y CA3, y el giro dentado

(Hernandez et al., 2015; Shepherd et al., 2006) (Figura 6). Las células principales del
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hipocampo son las células piramidales, su soma forma la capa piramidal. Existen otras
areas hipocampales que estan conformadas de las diferentes partes de las neuronas
piramidales, en esencia, la superficie del hipocampo que limita con el lumen ventricular
esta formada por los axones de las células piramidales y es llamada alveus. Entre ésta
y la capa de células piramidales, el stratum oriens contiene las dendritas basales de las
células piramidales asi como distintos tipos de interneuronas, mientras que la regién
superficial de la capa piramidal (hacia la fisura hipocampal) contiene las dendritas
apicales de las células piramidales y ciertas interneuronas, esta region ha sido dividida
en 1) stratum lucidum 2) stratum radiatum, y 3) el stratum lacunosum-moleculare
correspondiente a la porcion mas superficial (adyacente a la fisura hipocampal) de esta
region (Schultz et al., 2014). Las dendritas apicales de las neuronas piramidales
constituyen el stratum radiatum, mientras que el stratum lacunosum-moleculare
contiene las terminaciones de estas dendritas. En el polo opuesto, las dendritas basales
de las neuronas piramidales se ramifican en el stratum oriens. En el stratum lucidum del
campo 3 (CA3), las fibras musgosas (FM) viajan y forman sinapsis con las dendritas

proximales justo encima de la capa celular piramidal de CA3.

A Dendritas
Es‘t rato basales
oriens
Estrato Soma :
piramidal neurona
Dendritas
Estrato apicales
radiatum

Estrato
lacunosum-
moleculare

Terminaciones
dendriticas

Figura 6. A. Corte coronal de hipocampo mostrando las regiones del Cuerno de Amon (CA1,
CA2 y CA3) y Giro Dentado (dg). B. Region hipocampal CA1 con tincién de Golgi, mostrando
una neurona piramidal. Se muestran los distintos estratos y el contenido celular de los mismos,
tomado de (Shepherd et al., 2006).

En el hipocampo humano, una fraccion de las FM viajan también dentro de la

capa piramidal de CA3. En las regiones de CA2 y CA1 no se presenta stratum lucidum,
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por lo que no se recibe aferencias de las FM. El sello distintivo de las neuronas CA3 es
que sus dendritas proximales se ponen en contacto con las FM que corresponden a los
axones de las células granulares dentadas (Schultz et al., 2014). Las FM atraviesan el
stratum lucidum por encima de la capa de células piramidales CA3, estas células
envian sus proyecciones hacia afuera del hipocampo a través de la fimbria y hacia CA1.
En CA1, estas proyecciones provenientes del CA3 son llamadas colaterales de
Schaffer, y terminan en el strata radiatum y oriens, formando sinapsis “en passant”
sobre las dendritas apicales de las neuronas piramidales (Amaral et al., 1989). La
proyeccion de la via perforante desde la corteza entorrinal al giro dentado viaja, en
parte, en el stratum lacunosum-moleculare del hipocampo y hace sinapsis sobre las
dendritas apicales distales de las células piramidales del hipocampo (Figura 7). La
region CA2 tiene una capa piramidal relativamente compacta y estrecha. En

preparaciones de hipocampo humano, los bordes de CA2 son dificiles de establecer.

COLATERALES DE W
SCHAFFER

7~ GIRO
&2~  DENTADO

VIA PERFORANTE

Figura 7. Esquema de los circuitos hipocampales. Rojo: via perforante procedente de la
Corteza Entorrinal; azul: Fibras musgosas que viajan desde el giro dentado hasta CA3; verde:
Colaterales de Schaffer que se originan en CA3 y proyectan a CA1.

Filogenéticamente, CA1 es una subarea progresiva del hipocampo (Stephan et
al., 1983), la capa piramidal de CA1 se adelgaza y se vuelve mas heterogénea en
humanos y en monos a comparacion de esta capa en roedores (Schultz et al., 2014).
Con base en estudios pigmento arquitecténicos, la capa piramidal de CA1 se puede

subdividir en una capa interna y una externa (Braak, 1974). La capa piramidal de CA1
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se encuentra sobrepuesta de manera oblicua al subiculum (Figura 6) (Schultz et al.,
2014), y es considerada como la principal sub-estructura del hipocampo implicada en la
generacion del ritmo theta (Cruikshank et al., 2012; Kowalczyk et al., 2013).

El hipocampo recibe multiples aferencias (Figura 8), entre ellas, las del nucleo
septal medial (formado por el septum medial y la banda diagonal de Broca) que aportan
las aferencias colinérgicas y GABAérgicas mas importantes (Colom, 2006; Mesulam et
al., 1983). Este conjunto es fundamental para la generaciéon de la actividad theta en el
hipocampo, no obstante el mecanismo por el cual lo consiguen no esta del todo claro.
Uno de los modelos propuestos sugiere que las neuronas colinérgicas del nucleo septal
medial transmiten una despolarizacién sostenida de las neuronas piramidales de CA1y
CA3 en el hipocampo (Mondragén Rodriguez et al., en preparacién), mientras que las
neuronas GABAérgicas del nucleo septal medial inhiben de manera ritmica a las
interneuronas GABAérgicas hipocampales, que a su vez, son el marcapasos de las

neuronas piramidales del hipocampo (Manseau et al., 2008).

Septum

Figura 8. Esquema de las areas hipocampales y sus aferencias. SC=Subiculum: DG=Giro
Dentado; EC=Corteza Entorrinal, tomado de (Biel et al., 2009).

Hasta hace poco se consideraba que las Unicas aferencias de la region septal
medial al hipocampo eran GABAérgicas y colinérgicas, no obstante se ha encontrado
que hay una tercera aferencia proveniente de la region septal medial compuesta por
neuronas de tipo glutamatérgicas (Colom et al., 2005). De manera importante, se ha
observado que lesiones en el septum medial pueden generar afecciones similares a las
que se presentan cuando el hipocampo es lesionado de manera directa (Vann et al.,
2008; Olton et al., 1982; Rawlins et al., 1985; Givens et al., 1990), lo que reafirma la
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importancia de las aferencias del nucleo septal medial al hipocampo (Manseau et al.,
2008).

Se ha descrito mediante técnicas de optogenética la relevancia de un grupo de
interneuronas hipocampales que expresan el marcador de Parvalbumina (PV+), estas
interneuronas inhibitorias controlan poderosamente la red de las células piramidales del
hipocampo y asi la generacion de ritmo theta, mientras que la el abatimiento en la
actividad de este grupo de interneuronas es capaz de abatir este ritmo (Amilhon et al.,
2015). Estos resultados demuestran asi un papel fundamental de interneuronas PV+
para la sincronizacion de las células piramidales y la emergencia de la actividad theta
hipocampal intrinseca.

El ritmo theta es caracteristico del hipocampo, sin embargo también es posible
encontrarlo en otras estructuras cerebrales como la corteza cerebral (Hori et al., 2013),
incluso se ha investigado su alteracion en distintas enfermedades como el Transtorno
del Espectro Autista (Endres et al., 2017), la Esquizofrenia (Basar-Eroglu et al., 2008) y
de manera especial se ha investigado sus alteraciones en la EA (Pascal Hot et al.,
2011, Scott et al., 2016).

2.4 MODELOS DE RATONES TRANSGENICOS Y ALTERACIONES EN ACTIVIDAD
CEREBRAL

Se han desarrollado diversos modelos de ratones transgénicos que se caracterizan por
tener mutaciones en genes implicados con la EA. EI grupo de Mahar en el 2016,
empleo el ratdon transgénico CRND8, que contiene dos mutaciones en PPA: la mutacion
sueca KM670/671NL y la Indiana V717F y a la edad de 30 dias reporté un aumento en
la potencia de la actividad theta del hipocampo, lo que sefiala una alteracion temprana
de los circuitos neuronales en este modelo. Estos datos apoyan la idea de que las
alteraciones a nivel de circuitos cerebrales reflejados en modificaciones del ritmo theta
podrian servir como marcadores tempranos de padecimientos como la EA. Adicional a
lo anterior Goutagny y su grupo en 2013 encontraron también en el modelo CRNDS8 a la
misma edad una robusta alteracion en el acoplamiento de las frecuencias theta y
gamma en el hipocampo, que se ha descrito tiene una funcion sumamente importante
en procesos de memoria (Buzsaki et al., 2013). Otro modelo que contiene mutaciones

en el gen que codifica para PPA, es el raton transgénico 5XFAD, el cual contiene las

19



mutaciones suecas (K670N, M671L), la mutacion de Florida (I716V), la mutacién
Londinense (V7171) en el gen de APP y las mutaciones en PS1 (M146L, L286V). En
este modelo se encontré una reduccién en la frecuencia de theta a comparacion del
grupo control. La edad de estos ratones era de alrededor de 70 semanas (Siwek et al.,
2015).

Adicionalmente, el grupo de Pérez-Cruz en 2011 encontrd deterioro cognitivo a
las 32 semanas de edad en un ratén PPA/Lo que correlaciona con una alteracién de la
conectividad sinaptica.

En relacion a mutaciones en el gen que codifica para la proteina Tau, un sujeto
de estudio ha sido el modelo Tg4510, el cual sobreexpresa la proteina Tau humana con
una mutacién P301L, la cual genera hiperfosforilacién de esta proteina, formacion de
MNFs y neurodegeneracion dependiente de la edad (Booth et al., 2016). En este
estudio se demuestra una alteracion en la actividad hipocampal: se presenta una
oscilacion aberrante en el area CA1, la cual se relaciona con alteraciones a nivel
cognitivo, esto en ratones de 32 semanas de edad. Este mismo modelo pero a las 28
semanas de edad ha sido caracterizado por el grupo de Scott en el 2016, en donde se
realizd un registro de la actividad theta hipocampal estimulando el nucleo pontino oralis
del tallo cerebral y encontraron una disminucion en la potencia del ritmo theta en el
hipocampo, lo que fue atribuido a una disminucion en el numero de neuronas
piramidales en el modelo.

En resumen, los estudios realizados en modelos transgénicos con mutaciones en
el gen de la proteina Tau y el gen de la PPA sugieren su contribucién a la modificaciéon
en la respuesta de los distintos circuitos neuronales, sin embargo, el mecanismo de

accion permanece sin ser completamente elucidado.

2.5 MUTACIONES EN PS1Y SU POTENCIAL PAPEL EN LA AFECTACION DE
CIRCUITOS NEURONALES

Se ha considerado que una de las estructuras responsables en la alteracion a nivel de
circuitos neuronales son las placas de BA en donde la PS1 juega un papel relevante,
sin embargo, utilizando un modelo transgénico que se caracteriza por la presencia de
mutaciones en el gen de PS1 (L286V), se encontraron signos de neurodegeneracion

sin la presencia de placas de BA, lo que sugiere la existencia de un mecanismo alterno
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por el cual PS1 causa dafo de forma independiente a la generacion de placas de BA
(Chui et al., 1999). En este sentido se ha propuesto que la mutacién en PS1 puede
causar dafo neuronal mediante la accidn de ésta sobre las proteinas Notch, las cuales
estan implicadas en la regulacion del ciclo celular, proliferacion, diferenciacion,
apoptosis y neurodegeneracion (Nizzari et al., 2012).

Adicionalmente, se encontré un déficit en la memoria espacial y un incremento en
los niveles de fosforilacion de la proteina Tau en los epitopes S199/202, T231 y S396
en un raton transgénico knock in de la mutacion PS1 (V97L)(Wang et al., 2012). Se
propuso que la fosforilacién de la proteina Tau es producto de una desregulacién de la
cinasa GSK3p a través del siguiente mecanismo: GSK3p es fisiolégicamente regulada
por la accion de la cinasa Akt, la cual a su vez es activada por el complejo PI3K-N-
cadherina (Baki et al., 2004). Se encontré también que la PS1 promueve la asociacion
del complejo PI3K con la N-cadherina, y que una mutacién en esta proteina puede
provocar una afectacién de este mecanismo, lo que termina por modificar de forma
indirecta la fosforilacion de la proteina Tau.

Es importante mencionar que se ha reportado la presencia de proteina Tau en sitios
postsinapticos, en donde interactua en condiciones fisiolégicas con el complejo receptor
NMDA-PSD95 (Mondragon-Rodriguez et al., 2012). Se encontrdé que al ser fosforilada
en ciertos sitios, la proteina Tau disminuye su afinidad con PSD95 (proteina de anclaje),
e incrementa a su vez su afinidad por Fyn (tirosin-cinasa), el mecanismo anterior
apunta a un papel de la proteina Tau fosforilada en la regulacion de las sinapsis en los
circuitos hipocampales (Mondragon-Rodriguez et al., 2012). En este sentido,
alteraciones en los niveles de fosforilacion en la proteina Tau, mediados por mutaciones
en el gen de PS1, podrian contribuir a elucidar el mecanismo que causa las respuestas

aberrantes en los circuitos cerebrales durante el desarrollo de la EA.
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3. JUSTIFICACION

Con base en lo anterior es claro que nuestros datos y los datos publicados sugieren
alteraciones a nivel de circuitos cerebrales en modelos transgénicos que presentan
mutaciones en el gen que codifica para PS1, sin embargo, no existen datos
experimentales que evaluen cdmo la mutacion en este gen contribuye a la modificacion
o alteracion del funcionamiento de los distintos circuitos cerebrales, particularmente los
circuitos del hipocampo. Estos datos seran de vital importancia para comprender el
mecanismo de patogénesis en el desarrollo de padecimientos de tipo
neurodegenerativo como la patologia de Alzheimer. Por lo tanto, en este proyecto se
propone el estudio en el modelo 3xTgAD de la contribucidén de la mutacion M146V de

PS1 y su papel potencial en la fisiopatologia de la EA.

4. HIPOTESIS
La mutacion M146V en el gen de PS1 modifica la actividad de los diversos circuitos
neuronales que controlan y regulan la actividad hipocampal, esto durante etapas

tempranas del desarrollo de los procesos neurodegenerativos.

5. OBJETIVOS
5.1. GENERAL
Estudiar en el modelo 3xTgAD el efecto de la mutacion en PS1 para la generacién y
modulacion del ritmo cerebral theta en una preparacion in-vitro que preserva los

circuitos septo-hipocampales intactos.

5.2. PARTICULARES

1. Evaluar las alteraciones cognitivas en etapas tempranas del neurodesarrollo en el
modelo 3xTgAD.

2. Estandarizar la preparacion septo-hipocampal para el registro de actividad neuronal
theta.

3. Evaluar las alteraciones a nivel de actividad oscilatoria theta.

4. Evaluar el efecto de la mutacion PS1 en los niveles de fosforilacion en la proteina
Tau.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. SUJETOS

Todos los procedimientos fueron realizados bajo las normas del Comité de Bioética de
la UNAM para el uso de animales experimentales. El uso de los animales se realizo
conforme a las normas internacionales para el cuidado y uso de animales de laboratorio
establecidas por el National Research Council of the National Academies (2011) y la
NORMA Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, Especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio. Asimismo, el protocolo fue
aprobado por el Comité de Bioética del Instituto de Neurobiologia (INB) de la
Universidad Nacional Autbnoma de Meéxico (UNAM). En este estudio se utilizaron
ratones machos y hembras 3xTgAD homocigotos de 30 dias de edad generados a partir
de un fondo hibrido B6129S. De igual forma, se usaron ratones no transgénicos (NT) de
la misma edad mantenidos en el mismo fondo B6129S hibrido. Todos los animales
fueron reproducidos y criados en el bioterio del INB UNAM, en cajas de policarbonato
(12 x 12 x 25 cm) y en condiciones Optimas de alimentacién (dieta para ratén del
laboratorio Purina Chow férmula 5001 y agua ad libitum) y de ambientacion constante
(temperatura entre 20°-25°C; humedad 40-70%) en un ciclo de luz/oscuridad de 12 h,

iniciando la luz a las 8:00 h.

6.2. PRUEBA CONDUCTUAL: ANIDACION (NESTING)

Con el propodsito de evaluar funciones ejecutivas, se realizé la prueba de anidacién
(Nesting) en ambos grupos. Esta conducta se presenta tanto en machos como en
hembras y su propdsito es mantener la termorregulacion, se ha reportado que el
desempefo de los ratones es inferior cuando se realiza una lesion en el hipocampo
(Deacon et al.,, 2012). Ratones No Transgénicos (NT, empleados como control) y
3xTgAD fueron colocados en cajas individuales con camas de 0.5 cm de profundidad.
Ambos grupos se mantuvieron con alimento y agua ad libitum. Los ratones fueron
manipulados previamente por el experimentador en sesiones de 2-3 minutos por raton
durante 3 dias. El dia de la prueba se colocé un cuadrado de 5 x 5 cm de algoddn una
hora antes del inicio del ciclo de oscuridad en la esquina posterior izquierda de la caja

habitacion. Los ratones realizaron la actividad durante su ciclo activo que es el ciclo de
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oscuridad, al iniciar al ciclo de luz se tomaron fotografias de los nidos y se procedio a
evaluarlos segun la escala reportada por Deacon en el 2012 que va de 1 a 5 segun la
calidad del nido realizado. El analisis estadistico de los datos obtenidos en esta prueba
fue realizado mediante una prueba U de Mann Whitney y se establecié un nivel de

significancia del 95%.

6.3. PRUEBA CONDUCTUAL: LABERINTOEN T

Mediante la prueba laberinto en T se evalua la memoria de trabajo. En los roedores
existe una tendencia natural a alternar el brazo elegido del laberinto y la alternacion
refleja la motivacion del animal de explorar su ambiente y localizar comida, agua,
parejas o refugio. Sin embargo, los roedores no necesitan estar deprivados para
realizar esta conducta, a esto se le llama “alternacion espontanea”. Se ha reportado que
la alternaciéon es una excelente herramienta para evaluar disfunciones hipocampales,
probablemente mejor que el laberinto acuatico de Morris 6 Water Maze, segun sugiere
Deacon en 2006. Es por lo anterior que se evalu6 el desempefio de los grupos NT y
3XTgAD en esta prueba conductual. El laberinto en T consta de tres brazos como se
ilustra en la Figura 10A: un brazo central y dos brazos colocados a 90° de éste (Figura
10A: brazo A y brazo B). La prueba consta de dos fases, en la primera fase se colocé
una division hecha de acrilico en la parte cercana a los brazos A y B que divide al brazo
central en dos. El raton fue colocado en el brazo central (como se ilustra en la Figura
10A) para que se desplazara hacia alguno de los brazos (A o B) y entrara
completamente en él (incluyendo la punta de la cola), una vez el ratéon dentro del brazo
se deslizé una puerta de acrilico para impedir que el raton saliera del brazo por 30
segundos. Al finalizar este periodo se retiraron las puertas de acrilico y comenzo la
segunda fase de la prueba. En esta fase se coloco al ratdn nuevamente en el brazo
central e ingres6 a alguno de los brazos del laberinto. Se registr6 el brazo al que entro
el ratéon en la primera y segunda fase para calcular el porcentaje de alternancia. Se
limpid la cama y se rocio una solucion de etanol al 70% entre cada prueba. En caso de
que el ratdn no entrara a ninguno de los brazos, permaneciendo en el brazo central en
un periodo de 90 segundos, fue removido del laberinto y se comenzd nuevamente con

la prueba después de evaluar otro ratén. El analisis estadistico de los datos obtenidos
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en esta prueba fue realizado mediante una prueba U de Mann Whitney y se establecio

un nivel de significancia del 95%.

6.4. DISECCION (PREPARACION SEPTO-HIPOCAMPAL)

Ratones NT y 3xTgAD fueron decapitados a la edad de 30 dias (p30) sin previa
anestesia para preservar la actividad cerebral. Se realizaron cortes en el craneo del
ratdbn para permitir la remocion rapida del cerebro y posteriormente se colocod en
solucion de sacarosa a punto de congelaciéon (sacarosa 238 mM, KCI 3 mM, NaHCOs;
25 mM,MgCl, 2.5 mM y glucosa 30 mM, pH=7.4) con un flujo de carbdégeno (95% O,
5% CO,). Se permitid que el tejido se atemperara por un periodo de 1-2 minutos. Se
realizd la diseccion en el tejido para extraer hipocampo, septum y sus conexiones
intactas. La extraccion total de las estructuras se llevé a cabo en un tiempo inferior a 60
segundos y posterior a esto el tejido se coloco en la solucion de sacarosa nuevamente,
se removid del hielo para incrementar ligeramente la temperatura de la preparacion y

asi disponerla para el registro electrofisioldgico.

6.5. REGISTROS ELECTROFISIOLOGICOS

La preparacién se transfirid a una camara de registro en donde se sostuvo con la ayuda
de sujetadores. Se coloco liquido cefalorraquideo artificial (LCRa) (NaCl 126 mM, KCI
3mM, NaHCO3; 25 mM, MgCl, 1 mM, CaCl, 2 mM y glucosa 11 mM, pH 7.4) y se
establecié un flujo de 25 mL/min en la camara de registro, con una temperatura fija de
37°C. Se permitidé que el tejido se estabilizara por un periodo de 25- 30 min. Después
de este tiempo, y con la ayuda de un micromanipulador se colocd una micropipeta de
vidrio con resistencia de alrededor de 0.5 MQ sobre el area hipocampal de CA1 en su
porcion medial. Se registraron los potenciales locales en esta porcion del tejido. Dicha
actividad fue registrada mediante el uso de amplificadores AC (A-M System), con

distintos filtros (0.1 -500 Hz) y una frecuencia de muestreo de 5SKHz.

Los datos electrofisiolégicos fueron digitalizados, analizados y graficados
utiizando pClamp®, MATLAB®, y Origin® (version 7.5, Origin Lab). Los
espectrogramas se disefiaron usando la caja de herramientas de Chronux® (Chronux
tool box). La maxima amplitud y frecuencia dominante de las oscilaciones en las

diferentes regiones hipocampales se midié a través de la deteccion del pico maximo
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promedio detectado en el espectrograma. Los registros contienen en promedio 5
minutos por sesion. Los datos obtenidos de frecuencia y potencia en los registros de
ambos grupos fueron analizados mediante una prueba t-student para comparar las

medias de ambos grupos y se establecio un nivel de significancia del 95%.

6.6. WESTERN BLOT

Para la cuantificacion de las proteinas en la preparacion se empled la técnica de
Western Blot. Posterior al registro electrofisiologico, el tejido fue colocado en una
solucién de Buffer de Lisis (50 mM Trizma Base, 150 mM NaCl, 1 % Triton, 0.5 % SDS,
25 mM NaF, 1 mM Na4P207, 10 mM NazVO,4, 20 mM B-glycerofosfato e inhibidores de
proteasas) con la finalidad de extraer las proteinas. El tejido fue homogeneizado y
centrifugado a 10 000 rpm durante 5 minutos. Se extrajo el sobrenadante y se mezclé
en proporcion 1:1 con Buffer de Loemlii con 4% de B- Mercaptoetanol. Las muestras
fueron llevadas a un bafo con agua hirviendo durante 8 minutos y después fueron
centrifugadas a 14 000 rpm durante 3 minutos.

Se prepararon geles separador y concentrador al 10 y 6% de acrilamida
respectivamente, de 8 x 10 cm y se colocaron en una camara con buffer de
electroforesis (0.30% de Tris Base, 1.44% de Glicina, 0.1% de Sulfato Dodecil de
Sodio). Se cargaron las muestras de ambos grupos en el gel y se aplicaron 25 mA de
corriente durante 120 minutos. Una vez que las proteinas se separaron por su distinto
peso molecular, fueron transferidas a una membrana de PVDF al aplicarles 200 mA de
corriente por 110 minutos.

Las membranas fueron bloqueadas con una solucién al 5% de Leche (Svelty®
light) en TBS-Tween (1%) durante dos horas en agitacion a una temperatura de 4 °C.
Se realizaron tres lavados de 5 minutos con TBS-Tween (1%) y las membranas se
incubaron con anticuerpos primarios: p-Tau s396 (Santa Cruz Biotechnology®), p-Tau
T231 (ThermoFisher Scientific ®), Tau 5 (Invitrogen®), N-cadherina (BD Biosciences®),
Akt s473 (Cell signaling®), Akt total (Cell signaling®) durante toda la noche en agitacion
a 4°C. Posteriormente se realizaron tres lavados de 5 minutos con TBS-Tween (1%) y
se incubaron las membranas los anticuerpos secundarios adecuados: Cabra anti raton

(Abcam®), Cabra anti Conejo (Life Biosciences®) durante 120 minutos a 4 °C.
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Finalmente se realizaron tres lavados y se procedié a revelar con el sustrato de HRP
(GE Healthcare®, UK).

Se realizaron las cuantificaciones mediante el Software Image J®. Se realiz6 una
prueba t-student para identificar diferencias significativas entre la expresion de

proteinas en ambos grupos, se establecio un nivel de significancia del 95 %.

6.7. INMUNOFLUORESCENCIA Y MICROSCOPIA

Posterior a la realizacion del estudio conductual los animales de ambos grupos fueron
perfundidos con paraformaldehido (PFA) al 4% y se extrajo el cerebro para
posteriormente ser fijados en PFA al 4% seguido de incubacién en sacarosa 30% hasta
punto de saturacion. El tejido fue seccionado a 40pm de grosor en criostato (-21°C).

Se realizé una caracterizaciéon in situ de los agregados de la proteina tau por
inmunofluorescencia, utilizando los siguientes anticuerpos p-Tau s396, p-Tau Thr231,
Tau 5. Los anticuerpos secundarios utilizados fueron dirigidos hacia una especie en
particular de animal y especificos para las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas de
ratbn o conejo (Anti Mo IgG p especifico, Anti Rb 1gG), acoplados a diferentes
fluoréforos; FITC/alexa 488, Rodamina/Alexa 568 (Invitrogen®, CA y Molecular Probes,
USA.). El tejido fue seleccionado y lavado con Buffer de Fosfatos (PBS, por sus siglas
en inglés) en tres ocasiones durante 10 minutos. Se aplicé buffer de bloqueo (3% suero
de burro + 0.3% triton X-100 en PBS 0.1 M) por una hora. Se incubo el tejido durante
toda la noche con los anticuerpos primarios en una solucion (1% suero de burro + 0.1%
triton X-100 en PBS 0.1 M) La incubacién con los anticuerpos primarios se realizé a
4°C. Se realizaron tres lavados de 10 minutos con PBS 0.1 M al tejido previo a su
incubacion con el anticuerpo secundario correspondiente durante 120 minutos. El tejido
fue nuevamente lavado por 10 minutos e incubado con DAPI (tincion nuclear) por 15
minutos. El tejido fue lavado y finalmente montado en laminillas. Las laminillas con el
tejido se deshidrataron con un tren de alcohol etilico al 75%, 95%, 100% y a Xileno para
finalmente ser montadas con VectaShield® (Vector Laboratories®). Las preparaciones

histologicas se observaron en un microscopio de Fluorescencia Axio Imager 2 ZEISS.
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6.8. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realizé mediante el programa SPSS STATISTICS Software®.
Inicialmente se analiz6 la distribucion de los datos mediante la prueba de Kolmogorov y
Shapiro Wilk, posteriormente, dependiendo de la distribucion normal o no normal de los
datos se realizaron las pruebas post-hoc correspondientes. Se establecié un nivel de
significancia del 95% en todas las pruebas. (*=p<0.05, **= p<=0.01, *** =p<=0.001, #=
p=<0.0001)

7. RESULTADOS

7.1 EL GRUPO 3xTgAD NO PRESENTO ALTERACIONES A NIVEL DE FUNCIONES
EJECUTIVAS A LOS 30 DIAS DE EDAD

Se ha reportado una disminucion del desempefio en la prueba de Nesting de los
ratones 3xTgAD a los 24 meses de edad (Torres-Lista et al., 2013), lo que correlaciona
con la presencia de las placas de BA y MNFs (Oddo et al., 2003). También en estos
ratones (3xTgAD) se presenta una alteracién a nivel de actividad cerebral a los seis
meses de edad (Oddo et al., 2003).

Cuando evaluamos posibles alteraciones en las funciones ejecutivas en los ratones
3xTgAD (p30) en la prueba de Nesting, no se observaron diferencias significativas en
la calidad de los nidos de ambos grupos (Figura 9C). En la Figura 9A se observa un
ratén del grupo NT después de realizar la prueba obteniendo un nido con calificacién de
2, segun la escala de Deacon (Deacon et al., 2012). En la figura 9B se observa un ratén
del grupo 3xTgAD después de realizar la prueba obteniendo un nido con calificacion de
2, segun la misma escala. La prueba U de Mann Whitney confirma que no existe
diferencia en el desempeno del grupo 3xTgAD, el cual tiene una mediana de 2 y un
RIC=2 cuando se comparé contra el grupo NT, en el que se obtuvo una mediana de 2y
un RIC=0 con una p=0.33 (Figura 9C).
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Figura 9. Prueba de Nesting. A. Ratén NT después de realizar la prueba. B. Raton 3xTgAD
después de realizar la prueba. C. Evaluacion del desempeno de los grupos. No se observa
diferencias entre el grupo NT y el 3xXTgAD a los 30 dias de edad (NT; n= 11 y 3xTgAD; n=11).
Prueba estadistica: U de Mann Whitney.
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Otra prueba de gran valor para la evaluacion de la funcién hipocampal es el
laberinto en T (Deacon, 2006), se evalu6 el desempefio de ambos grupos en esta
prueba a p30. En la Figura 10A se observa un esquema representativo del laberinto en
T empleado en la prueba. El desempefio de ambos grupos se evaludé mediante el
porcentaje de alternancia espontanea, la mediana del grupo NT fue de 66.67% con un
RIC=41.7 y el grupo 3xTgAD obtuvo una media de 50% con un RIC=16.7 (Figura
10B). El analisis estadistico confirmd que no existen diferencias significativas en el
porcentaje de alternancia espontanea en ambos grupos.

En resumen, el ratdn 3xTgAD no presentd alteraciones en tareas hipocampo-

dependientes a la edad de 30 dias.
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Figura 10. Prueba conductual laberinto en T. A. Esquema del laberinto constituido el brazo
central y los brazos laterales. B. No se observa diferencias entre el grupo NT y el 3xTgAD
a los 30 dias de edad (NT; n= 9 y 3xTgAD; n=9). Prueba estadistica: U de Mann Whitney.
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7.2 ESTANDARIZACION DE LA PREPARACION SEPTO-HIPOCAMPAL PARA EL
REGISTRO ELECTROFISIOLOGICO DE ACTIVIDAD THETA

Con la finalidad de evaluar posibles alteraciones a nivel de la actividad theta
hipocampal de los ratones 3xTgAD, se realizd la estandarizacion de la preparacion
septo-hipocampal como se muestra en la Figura 11. El procedimiento se realizé como lo
describe (Manseau et al., 2008). El primer paso consistié en la extraccién del cerebro
del craneo del ratén al dia postnatal 30 (p30) (Figura 11A). Posterior a esto se procedio
a la remocion del cerebelo y el bulbo olfatorio del ratéon. Se separaron ambos
hemisferios y fueron manipulados de forma individual. Con una espatula se separ¢ el
Septum Medial y la Banda Diagonal de Broca (MSDBB) del talamo (TH) (Figura 11B).
Se realizé un corte con la espatula para separar una porcion de corteza cerebral del
extremo septal del hipocampo dorsal (Figura 11C). Se removié el tallo cerebral para
exponer el hipocampo (Figura 11D y 11E). Se coloco la espatula por debajo del Septum
medial y Banda Diagonal de Broca (MSDBB) y se separé cuidadosamente esta
estructura, el hipocampo y la unién entre ellas (fimbria) de la porcion de corteza
remanente (Figura 11F). Finalmente, el resultado fue la obtencién de una preparacion
que preserva los circuitos septo-hipocampales intactos en donde realizamos nuestros

registros de actividad eléctrica (Figura 11G y 11H).
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Figura 11. Secuencia de pasos para obtener la preparacion septo-hipocampal completa (A-G)
Posicion de registro en la region CA1 del hipocampo (H). HPC= Hipocampo; MSDBB= Septum
medial y Banda Diagonal de Broca; TH=Talamo; C=caudal; R=Rostral.
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7.3 LA POTENCIA TOTAL EN LA BANDA DE THETA SE ENCONTRO AFECTADA EN
EL MODELO 3xTgAD

La actividad oscilatoria en la frecuencia de theta puede ser evaluada realizando
registros extracelulares en la preparacion septo-hipocampal (Goutagny et al., 2013). En
este sentido, se estudiaron las caracteristicas principales y alteraciones potenciales de
las oscilaciones hipocampales endogenas en el area CA1 media de ratones 3xTgAD y
se comparo con el grupo NT. Los registros se realizaron a p30 en ambos grupos (ver
Material y Métodos). Nuestros registros evidenciaron actividad ritmica en los ratones NT
y en los ratones 3xTgAD (Figura 12A y 12B). Los trazos filtrados confirman la presencia
de actividad theta en la region CA1 del hipocampo en ratones NT y 3xTgAD (Figura 12A
y 12B). De manera importante, la ritmicidad (periodicidad) de la actividad oscilatoria en
los ratones 3xTgAD se ve alterada cuando se compara directamente con el ratbn NT
(Figura 12B). Dichas alteraciones se aprecian en las ampliaciones de los trazos (Figura
12A y 12B, recuadros inferiores). Para evaluar cambios a nivel de frecuencia de la
actividad theta en nuestro modelo 3xTgAD en funcién el tiempo se realizaron los
espectrogramas de potencia (Figura 12D), los cuales evidenciaron un incremento a
nivel de potencia en la actividad theta del modelo 3xTgAD (Figura 12D) cuando se
comparé con el grupo NT (Figura 12C). El incremento de potencia se corroboré al
graficar la potencia del pico maximo de theta en funcién del tiempo en el grupo 3xTgAD
(Figura 12F) Mientras que el grupo NT mostré un pico maximo de frecuencia menor
(Figura 12E). La frecuencia del pico maximo de theta se representa en las Figuras 12G
y 12H, en las que se observa una similitud entre ambos grupos. El analisis estadistico
confirmd un incremento significativo de casi el doble en el grupo 3xTgAD comparado
con el grupo NT, p=0.02 (Figura 12J). Por otra parte, el analisis estadistico confirmé que
no existe diferencia significativa a nivel de frecuencia entre ambos grupos (Figura 121 y
12J).

En resumen, se observaron alteraciones a nivel de potencia en la actividad theta en

ratones jovenes 3xTgAD en comparacion con el grupo NT.
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Figura 12. Registro electrofisiolégico de campo. Area CA1 hipocampal, capa piramidal.
Ratones NT y 3xTgAD, p30. A. Trazo representativo de registro en un ratén NT y B. de un
raton 3xTgAD. C. Espectrogramas de potencia en ratdon NT y D. raton 3xTgAD. E.
Representacién del pico de potencia en la frecuencia de theta en un ratén NT y F. de un ratéon
3xTgAD. G. Representacién de la frecuencia del pico de theta en ratén NT y H. en raton
3xTgAD. I. Comparacién de la frecuencia del ritmo theta en el grupo NT y 3xTgAD, no se
observan diferencias entre ambos. J. Comparacién de la potencia de la actividad theta en el
grupo NT y 3xTgAD, se observa un aumento significativo en la potencia del grupo 3xTgAD en
comparacion con el grupo NT. P=0.02. (NT; n=6 y 3xTgAD; n=6). Prueba estadistica: t-student
* p<0.05.

74 EL GRUPO 3xTgAD PRESENTA NIVELES INCREMENTADOS DE
FOSFORILACION EN EL RESIDUO S396 DE LA PROTEINA TAU

El residuo de la proteina Tau S396 forma parte del sitio de fosforilacion conocido como
PHF-1, este sitio ha sido reconocido como uno de los primeros sitios en ser fosforilado
en etapas tempranas de la EA y del Sindrome de Down (Mondragon-Rodriguez et al.,
2014). Es por la importancia de este sitio de fosforilacion que investigamos mediante la
técnica de Western Blot los niveles de fosforilacion de esta proteina en nuestro modelo.
El tejido de la preparacion septo hipocampal de ambos grupos a p30 fue procesado
para extraer las proteinas. Como se observa en la Figura 13 en el panel A, los niveles
de fosforilacién de la proteina Tau en el residuo S396 (sitio reconocido por el anticuerpo
PHF-1) se ven incrementados en el grupo del ratén 3xTgAD (2.21+0.29) en
comparacion al grupo NT (Datos normalizados). En el panel B se observa la
cuantificacion de lo anterior, encontrandose que los niveles de fosforilacion de la
proteina en este residuo se encuentran elevados en una proporcion mayor al doble en
el grupo 3xTgAD en comparacion con el grupo NT, el analisis estadistico de los
resultados arrojé una diferencia significativa entre ambos grupos (p<0.0001; NT; n=6y
3xTgAD; n=6).
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Figura 13. Evaluacion de los niveles de fosforilacion de la proteina Tau en el residuo S396 a
p30. A. Figura representativa de los niveles de fosforilacion encontrados en el grupo NT
(Izquierda arriba), y de los niveles en el grupo 3xTgAD (Derecha arriba) contrastados con los
niveles totales de la proteina Tau marcados con el anticuerpo Tau 5. B. Cuantificacion de la
razén Tau pS396/Tau 5 en ambos grupos. El grupo 3xTgAD mostré un incremento de mas del
doble en comparacion al grupo NT (p<0.0001; NT; n= 6 y 3xTgAD; n=6). Prueba estadistica -
student, # p <0.0001.

7.5 LA PROTEINA TAU FOSFORILADA EN EL SITIO S396 SE LOCALIZA EN LA
CAPA PIRAMIDAL DEL HIPOCAMPO

Una vez demostrado que los niveles de fosforilacion en la proteina Tau en el sitio S396
se encuentran incrementados en el grupo 3xTgAD (Figura 13) y dada la importancia
previamente comentada de este sitio de fosforilacion en la EA, se realizé la técnica de
inmunohistoquimica, con la finalidad de localizar el sitio anatémico en el que se localiza
la proteina Tau fosforilada en el sitio S396 dentro del hipocampo del ratén 3xTgAD.
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Nuestros datos evidenciaron un incremento en los niveles de expresion de la proteina
Tau fosforilada en el hipocampo del raton 3xTgAD en la capa piramidal de CA1 (Figura
14A). De manera importante cabe mencionar que la marca del anticuerpo no esta
confinada a una region neuronal, sino que esta presente tanto en el soma de la neurona

como en los procesos dendritcos de la misma (Figura  14B).

Figura 14. Localizacion de proteina Tau fosforilada en el sitio S396. A) Se observa claramente
la marca del anticuerpo anti Tau S396 en el area de CA1 del hipocampo del raton 3xTgAD
(barra 100um). B) El marcaje se observa en el soma y los procesos dendriticos de las neuronas
piramidales en el ratébn 3xTgAD (barra 50pm). C) En el raton NT no se observa el marcaje del
anticuerpo Tau S396 en la capa piramidal del hipocampo (10x, barra 100um; NT; n= 5y
3xTgAD; n=5).

7.6 LA PROTEINA TAU SE ENCUENTRA HIPERFOSFORILADA EN MAS DE UN
SITIOY SE LOCALIZA EN LA CAPA PIRAMIDAL DEL HIPOCAMPO

Ademas del sitio de fosforilacion S396 de la proteina Tau se ha descrito también la
importancia de otro sitio de fosforilacién de esta proteina en la EA, este sitio es el T231
(Mondragén-Rodriguez et al., 2012). Teniendo lo anterior en cuenta y dado el hallazgo
de la fosforilacidon en el sitio S396 de la proteina Tau, decidimos evaluar los niveles de

fosforilacién de la proteina Tau en el sitio T231, encontrando un incremento significativo
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de mas del triple en los niveles de fosforilacion en este sitio en el grupo 3xTgAD
(3.91+0.99) comparado con el grupo NT (Figura 15). El analisis estadistico empleado
fue una t Student p=0.0002.
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Figura 15. Evaluacion de los niveles de fosforilacion de la proteina Tau en el sitio T231 a p30.
A. Figura representativa de los niveles de fosforilacion encontrados en el grupo NT (Izquierda
arriba), y de los niveles en el grupo 3xTgAD (Derecha arriba) contrastados con los niveles
totales de la proteina Tau marcados con el anticuerpo Tau 5. B. Cuantificacion de la razén Tau
pT231/Tau 5 en ambos grupos. El grupo 3xTgAD mostré un incremento de mas del triple en
comparacion al grupo NT (p=0.0002; NT; n= 6 y 3xTgAD; n=6). Prueba estadistica: t-student,
*** p<0.001.

Semejante a S396, el sitio T231 se localiz6 en el area hipocampal CA1 del ratén
3xTgAD (Figura 16A). De igual manera que S396 la fosforilacion de la proteina en T231

no esta limitada al soma de la neurona, sino que también se extiende a los procesos
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dendriticos (Figura 16B). En el ratdon NT, no se observa incremento en la fosforilacién
del sitio T231 de la proteina Tau (Figura 16C). Adicional a lo interior, se realizdé una
cuantificacion de los niveles de fosforilacién del sitio T231 en el grupo 3xTgAD vy el

grupo NT.

Figura 16. Localizacién de proteina Tau fosforilada en el sitio T231. A) En el area de CA1 del
hipocampo del raton 3xTgAD se localiza la marca del anticuerpo anti Tau T231 (barra 100um).
B) En el ratén 3xTgAD la marca del anticuerpo se puede apreciar en soma y en neuritas de las
neuronas piramidales (barra 50um). C) En el raton NT no se observa el marcaje del anticuerpo
Tau T231 en la capa piramidal del hipocampo (barra 100um; NT; n= 5y 3xTgAD; n=5).

7.7 COMPARACION DE LOS NIVELES DE FLUORESCENCIA EN LOS SITIOS DE
FOSFORILACION DE LA PROTEINA TAU: S396 Y T231

Dado que los niveles de fosforilacidn de la proteina Tau se encontrd incrementados en
los sitios S396 (Figura 14) y T231 (Figura 16) en la capa piramidal del area CA1
hipocampal en el raton 3xTgAD, nos interesamos por hacer una comparacion de los
niveles de la fluorescencia de ambos. Se realiz6 un estudio neuropatolégico con
analisis estadistico comparando las tinciones entre si y contra el grupo NT. El analisis

confirmé un incremento significativo de los niveles de fosforilacidén en el sitio S396 del
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ratdbn 3xTgAD comparado con el raton NT (p=0.001), ademas se confirmé el aumento
significativo en el grupo 3xTgAD contra el grupo NT en los niveles de fosforilacion en el
sitio T231 (p=0.001). De manera interesante se encontré que niveles de fluorescencia
en el sitio S396 se encuentran significativamente incrementados cuando se comparan

con los niveles de expresion en el sitio T231 (Figura 17, p=0.001).
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Figura 17. Comparacion de dos sitios de fosforilacion de la proteina Tau en el raton 3xTgAD.
El analisis estadistico indica una diferencia en los niveles de fluorescencia encontrados con los
diferentes anticuerpos. El anticuerpo anti Tau T231 muestra un incremento de mas del 50%
comparado con el ratén NT (p=0.001), mientras que el anticuerpo anti Tau S396 casi triplica los
niveles de fluorescencia encontrados en el raton NT (p=0.001, NT; n= 5 y 3xTgAD; n=5).
Prueba estadistica: ANOVA de un factor, prueba post hoc Bonferroni *** p=0.001.
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7.8 EXISTEN NIVELES INCREMENTADOS DEL FCT DE LA N-CADHERINA EN EL
RATON 3xTgAD

Como previamente mencionamos, la N-cadherina es un sustrato muy importante para el
complejo de la y secretasa y, especificamente para la Presenilina 1 (Huntley et al.,
2002;Wang et al.,, 2006). Adicionalmente, se ha demostrado que puede regular la
organizacion de circuitos sinapticos excitatorios e inhibitorios en el hipocampo
(Nikitczuk et al., 2014). Por lo anterior, investigamos los niveles de la N-cadherina de
longitud entera (LE) y de su fragmento carboxilo terminal (FCT) en nuestro modelo, el
ratbn 3xTgAD. Se calculé la razén entre FCT y LE. Se identific6 un incremento
estadisticamente significativo p=0.001 en la razén FCT/LE de los ratones del grupo
3xTgAD (4.81 £1.91) (Figura 18) en comparacion al grupo NT (datos normalizados)
mediante la prueba de t-student. La N-cadherina al ser un sustrato muy importante para
la Presenilina 1, sugiere que el incremento de su sustrato directo, el FCT, es indicativo
de una disminucion de la actividad de la Presenilina 1 en el ratén 3xTgAD (Wang et al.,
2006). Por otro lado, la pérdida de la funcion de la PS1 ha sido relacionada con la
modulacién de la via PI3K/Akt, disminuyendo los niveles de Akt activa (Baki et al.,
2004).
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Figura 18. Evaluacion de los niveles del Fragmento Carboxilo Terminal (FCT) y la proteina N-
cadherina de Longitud Entera (LE) en el ratéon 3xTgAD y el ratén NT. A. Figura representativa
de los niveles de la proteina N-cadherina FCT en un ratén del grupo NT (Izquierda arriba) y un
raton del grupo 3xTgAD (Derecha arriba) y de la N-cadherina LE en un ratén del grupo NT
(Izquierda abajo) y un raton 3xTgAD (Derecha abajo). B. Comparacion de la razén N-cadherina
FCT/LE entre ambos grupos. Los niveles del radio N-cadherina FCT/LE se encuentran
incrementados en el grupo 3xTgAD p=0.001. (NT; n= 7 y 3xTgAD; n=7). Prueba estadistica: t-
student, ***p=0.001.

7.9 LA ACTIVIDAD DE LA CINASA AKT ESTA DISMINUIDA EN EL GRUPO 3xTgAD

La cinasa Akt pertenece a la via de PI3K/Akt/GSK-3, cascada arriba en esta via se
encuentra implicada la PS1 (Baki et al., 2004;). Ya que el procesamiento de la N-
cadherina esta afectado en el grupo 3xTgAD (Figura 18) indicando una pérdida de
funcién de la PS1-M146V se decidié evaluar los niveles de activacion de la cinasa Akt

(fosforilada en el sitio S473). Mediante la técnica de western Blot se encontr6 una
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disminucion de casi el 50% en la actividad de la misma en el grupo 3xTgAD (0.38%
0.12) comparado contra el grupo NT (datos normalizados) como se observa en la

Figura 19 (p=0.0001), la prueba estadistica empleada para el analisis fue f Student.
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Figura 19. Evaluacion del porcentaje de Akt s473 en el ratébn 3xTgAD y el raton NT. A. Figura
representativa de los niveles de Akt s473 en un raton del grupo NT (Izquierda arriba) y un raton
del grupo 3xTgAD (Derecha arriba) y de Akt total en un ratén del grupo NT (Izquierda abajo) y
un raton 3xTgAD (Derecha abajo). B. Comparacion de la razon Akt s473/Akt total entre ambos
grupos. Los niveles de Akt s473 se encuentran disminuidos a mas de la mitad en el grupo
3xTgAD comparado con el grupo NT. P<0.0001. (NT; n= 7 y 3xTgAD; n=7). Prueba estadistica:
t- student, #p<0.0001.
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8. DISCUSION

El objetivo general de este proyecto fue identificar la contribucion de la mutacién M146V
en el gen de la PS1 en la alteracién de las funciones hipocampales en un modelo de
ratdn transgénico 3xTgAD que desarrolla los marcadores clasicos de la EA (Oddo et al.,
2003). Para evaluar las potenciales alteraciones en el hipocampo se realizd una
caracterizacion a nivel conductual y electrofisiologico.

Nuestros resultados en las pruebas de Nesting evidenciaron que los ratones
3xTgAD a p30 no presentan deficiencias de la funcidn del hipocampo (Figura 9).
Apoyando nuestros datos Orta-Salazar y colaboradores, 2013 evaluaron la prueba de
Nesting en ratones 3xTgAD de 44 semanas de edad, encontrando una deficiencia del
50% en la calidad del nido realizado. Adicionalmente el grupo de Torres-Lista en 2013
reporta una disminucién en la calidad del nido realizado por ratones 3xTgAD de 24 y 44
semanas de edad, evidenciando que las alteraciones conductuales de este modelo en
esta prueba inician en este periodo.

Aunado a la prueba de Nesting, no se encontraron diferencias significativas en el
porcentaje de alternancia espontanea en el laberinto en T a p30 en el grupo 3xTgAD
(Figura 10). Por otro lado, se ha reportado una disminucién en la alternancia
espontanea de los ratones 3xTgAD evaluados entre 24 a 34 semanas de edad (Davis et
al., 2017), sin embargo, no existen reportes del desempefio del modelo 3xTgAD a p30.
En este sentido nuestros hallazgos conductuales correlacionan con lo reportado por
Billings y colaboradores en 2005, estudio en el cual se evalua el desempeio conductual
de este modelo a las 8 semanas de edad y no se encuentran alteraciones en tareas
dependientes de hipocampo.

Para continuar con la evaluacién de la funcién hipocampal en el modelo 3xTgAD
se realizaron registros electrofisioldgicos de campo en el area CA1 del mismo. Nuestros
resultados evidenciaron un incremento significativo en la potencia de la banda de theta
comparado con el grupo NT (Figura 12). Estos datos correlacionan con lo reportado por
Goutagny y colaboradores en 2013, en donde a la edad de 30 dias se observa una
tendencia de incremento en la potencia de la actividad theta hipocampal en el modelo
de la EA, el TgCRNDS8. Por tanto, es claro que nuestros hallazgos sugieren una

alteracién funcional de los circuitos hipocampales que participan en la generacién de
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este ritmo, no obstante, la modificacion de estos circuitos no repercute en el
desempenio de los ratones en tareas conductuales dependientes de hipocampo, lo que
es muy relevante, ya que denota una alteracion electrofisiolégica previa a la apariciéon
de las alteraciones conductuales.

La actividad hipocampal theta es generada por las células piramidales en el area
de CA1 (Amilhon et al., 2015), es por ello que con el objetivo de continuar con la
caracterizacion del modelo, se realizé un estudio molecular del hipocampo en el que se
observo un incremento en los niveles de fosforilacidn de la proteina Tau en el sitio S396
y T231 (Figura 13 y 15, respectivamente). Nuestros datos evidenciaron que la proteina
Tau anormalmente fosforilada se localiza en el soma y en las proyecciones dendriticas
de las neuronas piramidales del hipocampo (Figura 14 y 16). Cabe destacar que,
aunque ambos sitios de fosforilacion tienen distribucidn similar, en las neuronas
piramidales de la regién hipocampal CA1 existe un nivel incrementado de fosforilacion
en el sitio Tau pS396 comparado con el sitio T231 (Figura 17), lo que sugiere una
progresion temporal en el curso de la fosforilacién de la proteina Tau. De manera
importante, estos datos correlacionan con lo reportado por Mondragén-Rodriguez y
colaboradores en 2012 y 2014, en donde se reporta que los niveles de fosforilacién en

los sitios S396 y T231 se encuentran incrementados en etapas iniciales de la patologia.

Presenilina 1 y proteina Tau
Existen diversos estudios en los que se evaluan los niveles de fosforilacion de la
proteina Tau en modelos animales con mutaciones en el gen de la PS1. El grupo de
Kang en el 2005 encontré un incremento en la fosforilacion de Tau en células madre
embrionarias knock-out de PS1. También se ha encontrado que mientras la PS1
silvestre suprime la fosforilacion de tau, las mutaciones en la PS1 AE9, M146L, A246E
y E280A incrementan la fosforilacién de Tau en los sitios pS202 y pS396 en fibroblastos
(Baki et al., 2004). Ademas los ratones transgénicos con las mutaciones 1213T y A246E
presentaron un incremento en los niveles de fosforilacion de Tau en los sitios pS199 y
pS396/404 dependientes de GSK-3 (Tanemura et al., 2006; Dewachter et al., 2008).

Por otro lado, la PS1 ha sido fuertemente relacionada con la actividad de la via
PI3K/Akt/ GSK3-B (Baki et al., 2004;Kang et al., 2005; Wang et al., 2012). El extremo
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CTF de la N-cadherina es el sustrato directo de la PS1 (Huntley et al., 2002; Uemura et
al., 2006), por tanto, un incremento de éste sefiala una pérdida de funcion de esta
ultima. En nuestro modelo de estudio se encontré un incremento en los niveles del
extremo CTF mediante la técnica de Western Blot, lo que se observa en la Figura 18, y
correlaciona con lo reportado por Wang y colaboradores en 2006, en donde se reporta
una disminucidn del procesamiento de la N-cadherina por la PS1 en un modelo con la
mutacion M146V.

Ya que la funcién de la PS1-M146V esta afectada en el grupo 3xTgAD (Figura
18), se decidid evaluar los niveles de activacion de la cinasa Akt, encontrando una
disminucién de la actividad de la misma (Figura 19), lo que correlaciona con el reporte
de Baki et al., 2004 en el que se demostro que en ausencia de la PS1 existe una
desregulacion de la via PI3K/Akt en cultivos celulares lo que genera un incremento en
la actividad de la cinasa GSK3p que a su vez fosforila a la proteina Tau en los sitios
S396/404 y S202. Otro estudio similar fue realizado por Kang en 2005, en cultivos
celulares carentes de PS1 y PS2, en el que se comprueba que la ausencia de la PS1
causa un incremento de fosforilacion de la proteina Tau en los sitios S396/404. Ademas
el grupo de Wang en el 2012 también reporta un incremento en la fosforilacion de la
proteina Tau en un modelo con la mutacion VO7L en el gen de la PS1 mediado por esta
via. En resumen, nuestros resultados sefialan que la via PI3K/Akt esta desregulada a
p30 y que la mutacion M146V en el gen de la PS1 es un potencial generador de esta
alteracion en nuestro modelo de estudio.

Tomando en cuenta los resultados obtenidos en este trabajo, se comprueba la
hipdtesis que la mutacion de la PS1-M146V en el modelo 3xTgAD a los 30 dias de edad
contribuye a la alteracion los circuitos hipocampales de la siguiente manera: la PS1-
M146V presenta un déficit en el procesamiento de la N-cadherina, indicando pérdida de
funcién, la N-cadherina no incrementa su interaccion con PI3K y por tanto la cinasa Akt
es activada en menor medida. La cinasa Akt al estar menos activa, es incapaz de
inactivar a GSK-3p de manera similar al grupo NT, mientras que la GSK-3p fosforila a la
proteina Tau en los sitios pS396 y pT231. Finalmente, la proteina Tau fosforilada

aumenta en las neuronas de la capa piramidal del hipocampo lo que correlaciona con
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las alteraciones electrofisiologicas de los circuitos hipocampales observadas en

nuestro trabajo (Figura 20).

_ ' Hipocampo
Neuronas piramidales CA1 piramidal

Pst
Espacio
(M146V) [\ N-cadherina ,mﬁ,,m

Citosol

Tau pT231,
pS396

Ritmo theta con potencia incrementada

Figura 20. Representacion esquematica de la posible contribucion de la mutacion M146V en
PS1 a la alteracion de los circuitos hipocampales en el modelo 3xTgAD. La M146V-PS1 se
observa inserta en la membrana plasmatica de las neuronas piramidales de la region
hipocampal CA1 en donde procesa de forma deficiente la N-cadherina, ésta a su vez disminuye
su interaccion con PI3K desregulando a la cinasa Akt, que disminuye su actividad y causa un
incremento en la actividad de la cinasa GSK3B que fosforila a la proteina Tau en los sitios S396
y T231. La proteina Tau pS396 y pT231 modifica la actividad hipocampal en el modelo 3xTgAD,
causando una alteracion en la actividad theta.
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9. CONCLUSIONES

9.1 El modelo 3xTgAD no presenta alteraciones conductuales dependientes de
hipocampo a la edad de 30 dias.

9.2 Se encontré un incremento a nivel de potencia de la actividad theta hipocampal en
el modelo 3xTgAD a los 30 dias de edad.

9.3 Las neuronas piramidales de nuestro modelo presentan niveles de fosforilacion
incrementados en los sitios S396 y T231 de la proteina Tau.

9.4 El procesamiento de la N-cadherina por la PS1 se encuentra disminuido en el

grupo 3xTgAD, por lo que la via PI3K/Akt/GSK3p se encuentra desregulada.
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