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1. INTRODUCCION.
1.1 Enfermedad de Alzheimer (EA).

La demencia es wun sindrome causado por diversas enfermedades
neurodegenerativas, en las que se observa el deterioro de la funcién cognitiva mas
all4 de lo que podria considerarse una consecuencia del envejecimiento normal y
que interfiere significativamente con la capacidad de una persona para mantener
actividades de la vida cotidiana (WHO, 2017). Actualmente, la demencia afecta
aproximadamente a 50 millones de personas en todo el mundo y se prevé que esta
cifra incremente hasta los 78 millones para el afio 2030 y a los 139 millones para el
afio 2050. La enfermedad de Alzheimer es la forma mas comun de demencia y se
sabe que puede contribuir al 60-70 % de todos los casos (WHO, 2022). En México
se estima que aproximadamente un millon trecientas mil personas padecen esta

enfermedad (Secretaria de Salud de México, 2022).

En la actualidad, existen cuatro medicamentos aprobados por la FDA (Food and
Drug Administration), como tratamiento para la EA. Tres de ellos son inhibidores de
la enzima acetilcolinesterasa (donepezil, rivastigmina y galantamina), mientras que
el cuarto medicamento, es un antagonista de los receptores N-metil-D-aspartato
(memantina), y pueden ser administrados de forma individual o combinada
(donepezil con memantina). Sin embargo, estos medicamentos mejoran por tiempo
limitado la sintomatologia, pero ninguno de ellos afecta la enfermedad subyacente,
ni detienen o demoran el dafo celular que eventualmente conduce a un
agravamiento de los sintomas. Recientemente, la FDA otorgé la aprobacién
acelerada para el uso de otros dos tratamientos de una nueva categoria,
anticuerpos monoclonales dirigidos al péptido B-amiloide (aducanumab vy
lecanemab), que podrian actuar como agentes modificadores de la enfermedad
(Food and Drug Administration, 2023). No obstante, los beneficios clinicos de estos
anticuerpos todavia se encuentran en verificacion y no han sido aprobados por otras

agencias reguladoras.



La EA puede surgir de manera esporadica (SAD), o seguir un patrén de herencia
autosdmica-dominante (ADAD). La mayoria de los pacientes con EA presentan la
SAD, también conocida como EA de aparicion tardia (LOAD), ya que generalmente
se detecta a partir de los 65 afios. Las causas de esta forma de EA, involucran la
interaccion de factores ambientales y factores de riesgo genético, como la presencia
de la variante €4 del gen de la apolipoproteina E (APOE), en el cromosoma 19 (Lane
et al, 2018). Por otro lado, la ADAD es una forma de EA de inicio temprano (EOAD),
relacionada con mutaciones en el gen APP que codifica para la proteina precursora
amiloide (cromosoma 21), el gen PSEN1 para Presenilina | (cromosoma 14), o en
el gen PSEN2 para Presenilina Il (cromosoma 1). Las mutaciones del gen PSEN2
representan solo un pequefio porcentaje de los casos de ADAD y se asocian con
una edad de inicio tardia, asi como con una progresion de la enfermedad mas lenta
comparada con las mutaciones en PSEN1 y APP. La ADAD representa menos del
1 % de todos los casos de EA, sin embargo, las mutaciones causales tienen las
mismas consecuencias bioquimicas conocidas que la SAD, lo que permite
identificar y estudiar a individuos décadas antes de que desarrollen los sintomas

clinicos (Bateman et al, 2011).

Histologicamente, la EA se caracteriza por dos tipos de lesiones: (1) placas difusas
y neuriticas extracelulares que estan compuestas predominantemente por el
péptido B-amiloide (BA), y (2) ovillos o marafias neurofibrilares (NFT), que son
filamentos agregados de la proteina tau hiperfosforilada (Fig.1; Selkoe, 2001; Oddo
S. et al, 2003). Se ha encontrado que los péptidos BA pueden depositarse en
cerebro décadas antes de la aparicidn de los sintomas clinicos y ademas, la
acumulacién de BA precede a la formacién de ovillos neurofibrilares; por ello, la
investigacion sobre la EA ha tenido como principal objetivo terapéutico, el péptido
BA (Oddo S. et al, 2003; Ennerfelt and Lukens, 2020). Ademas de las lesiones
patolégicas clasicas de la EA, el cerebro sufre una respuesta inmune que conduce
a cambios morfologicos y bioquimicos en la microglia y astrocitos. Estas células
gliales inician una cascada proinflamatoria que resulta en un aumento de los niveles
de citocinas como la interleucina-1 (IL-1B), interleucina-6 (IL-6) y el factor de

necrosis tumoral a (TNF-a). Por otro lado, también se han descrito alteraciones en
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la funcion vascular, como la reduccion del flujo sanguineo cerebral y la disrupcion

de la barrera hematoencefalica (Belfiore R. et al, 2018; Henstridge, C. M. et al,

2019).

Neuroinflamacion y neurodegeneracion

Desintegracion de

NFT g microtubulos y formacion
o E :
b o - de ovillos neurofibrilares
Formacion de i g £ )
agregados g/ ¥ A /Mogg?;iros
amiloides h I(
Oligémeros ¢ %
| NFT
—— {f Y e
= * “ Protofibrillas ;‘1 ‘4’}&«
Placa Fibrilla 4 \,\*r
Enfermedad amiloide BA I ;
de Alzheimer %
Dafio
Activacion vascular
Liberacion de citocinas de microglia ’

proinflamatorias y astrocitos

Microglia
ameboide

Figura 1. Caracteristicas patoldgicas de la EA. Los péptidos BA generados en la membrana
neuronal son liberados al espacio extracelular y se agregan en forma de placas, seguido por la
activacion glial y la fosforilacion anormal de la proteina tau, que se agrega en forma de ovillos

neurofibrilares, los cuales desestabilizan los microtibulos e interrumpen el transporte axonal. Creado

con BioRender (2022).

1.2 EIl péptido B-amiloide (BA).

En 1984 Glenner y Wong realizaron la purificacién y secuenciacién de una proteina
derivada de fibrillas compuestas por laminas B-plegadas, extraidas de depdsitos
amiloides meningovasculares en cerebros post-mortem de pacientes con EA
(Glenner & Wong, 1984). El péptido BA fue reconocido como la subunidad de la
placa amiloide que posteriormente se identifico en la secuencia del gen precursor
APP (Selkoe, 2001). A partir de estos descubrimientos se han propuesto multiples
hipotesis para explicar las causas subyacentes de la EA, como la cascada amiloide,
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fosforilacion de la proteina tau, disfuncibn mitocondrial, neuroinflamacion, dafo

vascular y problemas metabdlicos.

La hipotesis de la cascada amiloide propuesta en 1992 por Hardy & Higgins, postula
que el péptido BA es la causa principal del proceso neurodegenerativo observado
en personas con EA. La formacion, agregacion y deposiciéon de BA inicia una
secuencia de eventos citotoxicos que conducen al dafio vascular, disfuncién
sinaptica, pérdida neuronal y demencia (Hardy & Higgins, 1992). En condiciones
fisiologicas, el péptido BA se genera a partir de escisiones proteoliticas secuenciales
de la Proteina Precursora Amiloide (APP), pero la alteracion en su procesamiento
puede aumentar la produccion y/o acumulacion de BA (Selkoe & Hardy, 2016). Los
péptidos BA estan conformados por 36 a 43 aminoacidos y se ensamblan en
diferentes estados como oligdmeros, protofibrillas y fibrillas, que finalmente pueden
acumularse en forma de placas (Gandy, 2005). La principal especie generada es
BA40, que corresponde a casi el 90 % del BA secretado. Otro péptido es BA42, que
a pesar de que se genera en menor cantidad, es mas propenso a la agregacion y
es el principal componente de las placas seniles (Bayer et al. 1999; Jacobsen &
Iverfeldt, 2009). En una segunda etapa, surge la respuesta glial que puede conducir
a la neuroinflamacién, en la que se promueve una liberacidn persistente de citocinas
proinflamatorias. Ademas, existe un estado de estrés oxidativo constante que
favorece la hiperfosforilacion de la proteina tau y en consecuencia, la formacion de
NFTs, que posteriormente, se acumularan en los cuerpos neuronales y en el
espacio sinaptico, interfiriendo en la captacion y liberacion de neurotransmisores,

incluso, pueden llegar a ocasionar apoptosis neuronal (Folch et al., 2018).
1.2.1 Proteina Precursora Amiloide (APP).

El gen APP es miembro de una familia de genes altamente conservados (Wasco et
al, 1992), que codifican para proteinas transmembranales de tipo I, donde se
incluyen APLP1 y APLP2 en mamiferos, APPL en Drosophila melanogaster, APL-1
en Caenorhabditis elegans (Zheng & Koo, 2006; Jacobsen & Iverfeldt, 2009), y
APPay APPb en el pez cebra (Guo et al, 2012). Aunque estas proteinas comparten



los dominios E1 y E2 en las secuencias extracelulares, asi como el dominio
intracelular, el dominio del péptido BA es exclusivo del gen APP humano (Zheng &
Koo, 2006).

JMR
LOf

™

Y

Figura 2. Estructura de la Proteina Precursora Amiloide (APP). La APP consta de un ectodominio al que
se le pueden asignar varios subdominios: E1, donde se encuentran los sitios de union a heparina (HBD), y
cobre (CuBD); El dominio de extensién (ED), ubicado entre E1 y el dominio acido flexible (AcD); y E2 que
contiene los sitios de union para colageno y laminina, ademds de un segundo sitio de union a heparina. La
region de yuxtamembrana (JMR), es el sitio donde se localiza el N-terminal del BA, péptido que se extiende
hasta la regién transmembranal (TM). Finalmente, la APP posee un dominio intracelular en su regién C-
terminal (AICD). Un tercio del ectodominio de APP no ha sido caracterizado. Modificado de Coburger et al.
2014.

La proteina APP se expresa en sistema nervioso (cerebro, médula espinal, retina),
musculo (liso, cardiaco y esquelético), timo, bazo, rifién, pulmon, pancreas, prostata
y glandula tiroidea (Liu et al. 2008; Dawkins & Small, 2014). Esta proteina es
codificada en un gen localizado en el cromosoma 21, que al expresarse da lugar a
8 isoformas generadas por splicing alternativo, con longitudes que varian de 365 a
770 aminoacidos (Sandbrink et al. 1996; Zheng & Koo, 2006). Las isoformas


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5316384/#R106

APP751 y APP770 se expresan principalmente en los tejidos periféricos y contienen
el dominio del inhibidor de la proteasa de Kunitz (KPI) de 56 aminoéacidos, mientras
que, la isoforma predominante en neuronas es APP695 y no contiene el dominio
KPI (Zhang et al. 2011; Fig. 2). En el SNC, la APP esta involucrada en la regulacion
de la supervivencia neuronal, la adhesion celular, la sinaptogénesis, asi como en la
proteccion frente a estimulos externos (Reinhard et al. 2005; Folch et al., 2018).
Ademas, se ha sugerido que APP podria funcionar como un receptor de superficie
celular similar a la proteina Notch, debido a la analogia de sus estructuras
secundarias y perfiles de procesamiento proteoliticos (Kimberly et al. 2001; Zheng
& Koo, 2006; Ables et al. 2011).

1.2.2 Procesamiento proteolitico de la APP.

Durante su sintesis, la APP se trasloca co-traduccionalmente al reticulo
endoplasmico mediante su péptido sefial y se modifica post-traduccionalmente
por N - y O-glicosilacién, a través de la via secretora (Selkoe, 2001). Sélo una
pequefia fraccion de moléculas de APP se transporta a la membrana plasmatica
(aproximadamente el 10 %), mientras que el resto de APP en estado estacionario,

permanece principalmente en la red trans-Golgi (TGN; Gandy, 2005).

El procesamiento de APP se efectla por dos vias, segun la longitud y funcién del
péptido escindido resultante (Fig. 3). La mayor parte de APP sigue la via no
amiloidogénica, que comienza con la escisién de APP por una metaloproteinasa de
zinc o por la aspartil proteasa BACE2, en el sitio de a-secretasa, entre Lysl6 y
Leul?7 del dominio BA. Como resultado se desprende el fragmento N-terminal de
APP (sAPPa), que permanece en el espacio extracelular. Consecutivamente, el
fragmento C-terminal unido a la membrana (C-83), es escindido por la y-secretasa,
un complejo multimérico formado por cuatro proteinas transmembranales
(presenilina 1 o 2, nicastrina, PEN2 y APH-1). Esta escision produce un péptido
extracelular soluble p3 (3kDa), minimamente toxico y que evita la generacion del
péptido BA intacto (Anderson et al., 1991, Gertsik et al. 2015).
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Figura 3. Procesamiento proteolitico de APP. Via no amiloidogénica: esta via implica la escision de
APP por las enzimas a-secretasa y y-secretasa en la regién membranal, lo que genera un péptido soluble
no téxico (p3). Via amiloidogénica: las enzimas B-secretasa y y-secretasa escinden APP y liberan el péptido
BA, que puede agregarse y formar placas amiloides. Ambos procesos desprenden fragmentos C-terminales
intracelulares idénticos (AICD). Creado con BioRender (2022).

En la via amiloidogénica, la escision de APP por una [(-secretasa (BACEL,
localizada predominantemente en la TGN y en los endosomas), genera los
fragmentos N-terminal soluble (SAPP), y C-terminal unido a membrana (C-99). Al
igual que en la via no amiloidogénica, ocurre una segunda escision por y-secretasa,
donde se libera el péptido BA (4kDa). Ademas, se obtiene un polipéptido
citoplasmatico conocido como el dominio intracelular de APP (AICD), que se
transfiere al ndcleo y funciona como un regulador transcripcional (Scott & Gandy,
2006; Thinakaran & Koo, 2008; Zhao et al., 2020). EI AICD contiene a YENPTY, un
dominio conservado evolutivamente que dirige la APP para su internalizacion y
transporte en vesiculas recubiertas por clatrina (Chen et al., 1990). Las capas de
clatrina estan involucradas en la ruta endocitica que conecta la superficie celular



con el endosoma y la ruta que conecta la TGN con el endosoma (Traub, 2005). Por
otro lado, hay evidencia de que la enzima [B-secretasa madura se encuentra
predominantemente en el endosoma, con niveles relativamente mas bajos,
distribuidos entre la superficie celular y la TGN (Huse et al., 2000). Lo que sugiere
gue la via amiloidogénica no solo ocurre en la membrana plasmatica, sino que una
vez que APP alcanza la superficie celular, se puede internalizar rapidamente en los
endosomas y ser procesada en estos organelos (Thinakaran and Koo, 2008; Bu,
2009).

1.3 Microglia.

1.3.1 Origen y distribucion.

La microglia es un conjunto de células inmunes innatas residentes en la retina y el
parénquima del SNC, que muestran similitudes en la expresion de receptores de
superficie celular con los macrofagos (Leng & Edison, 2021). Son la primera linea
de defensa frente a invasores, esculpen los circuitos neuronales, participan en
diversos procesos del desarrollo neurolégico y son las células responsables de
iniciar la respuesta inmunitaria ante la patologia de la EA, dando lugar a un complejo
conjunto de fenotipos. Anteriormente, se creia que la poblacion microglial surgia a
partir de células madre hematopoyéticas derivadas de la médula 6sea (Ginhoux el
al. 2010). Actualmente, se sabe que la microglia se origina en el dia embrionario (E)
7.5, a partir de progenitores eritro-mieloides del saco vitelino (Ginhoux & Guilliams,
2016), que migran al neuroepitelio antes del cierre de la barrera hematoencefélica,
en el dia E 10.5 (Saijo & Glass, 2011). Una vez en el SNC, los progenitores llevan
a cabo una rapida multiplicacién y creacion de un conjunto de células residuales con
la capacidad para renovarse de manera independiente (Ransohoff & Cardona,
2010).

La microglia constituye del 5 % al 12 % de la poblacién celular del SNC de roedores,
dependiendo de la regién (Lawson et al., 1990), mientras que en humanos, la
microglia tiene una variabilidad regional que es similar a la de los roedores pero esta

va del 0.5 % y el 16.6 % (Mittelbronn et al. 2001). Estas células inmunitarias se



distribuyen en todas las divisiones principales del cerebro de manera no uniforme.
En roedores, se ha encontrado que las regiones con la mayor cantidad de microglia
son: hipocampo, telencéfalo olfativo, ganglios basales y sustancia nigra (Lawson,
1990; Gomez-Nicola & Perry, 2015).

1.3.2 Papel fisiolégico de la microglia.

Las microglias son células constituidas por procesos altamente moviles, con los que
vigilan su entorno hasta 10 veces mas alla del cuerpo celular. Esto les permite
detectar alteraciones y elaborar un diverso espectro de respuestas para restaurar la

homeostasis tisular (Kettenmann et al., 2013).

1.3.2.1 Neurodesarrollo.

Durante el periodo prenatal temprano (Fig. 4), y en ausencia de otras células gliales,
la microglia interviene de manera critica en el establecimiento del nimero y patrén
espacial de neuronas, mielinizacién, formacion y refinamiento neuronal (Healy et al.,
2016; Frost & Schafer, 2016; Prinz et al., 2019). En el embrién y la ventana postnatal
temprana, la microglia guia el desarrollo neuronal a través de distintos procesos
como la produccion del factor de necrosis tumoral (TNF), la liberacion del factor de
crecimiento nervioso (NGF), y la fagocitosis (Frade & Barde, 1998; Matejuk &
Ransohoff, 2020). En particular, la poda sinaptica dependiente de microglia juega
un papel fundamental en la configuraciébn de la conectividad de los circuitos
neuronales en el desarrollo y cerebro adulto (Jung & Chung, 2018). En este proceso,
la microglia elimina de manera selectiva las sinapsis no funcionales, mediante la via
clasica del complemento y la fagocitosis, que normalmente funcionan para eliminar
patdgenos y células apoptoéticas (Hansen et al., 2018). A su vez, la poda sinaptica
se encuentra regulada por la integrina CD47 neuronal, que activa SIRPa para
detener la fagocitosis (Lehrman et al., 2018). De forma alternativa a la poda
sinaptica dependiente del complemento, existen otros mecanismos para la
eliminacion de espinas dendriticas, como la via de sefalizacion de fractalcina
(Cx3cl1-Cx3crl), que actia a través de la liberacion de Cx3cll soluble para

promover el reclutamiento microglial. Asimismo, esta via se encuentra implicada en



otros procesos fisiologicos como el suministro de factores troficos durante la
formacién del circuito neuronal (Paolicelli el al., 2011; Ueno et al., 2013), y su
interrupcion por deficiencia del receptor Cx3crl microglial, puede conducir a la
reduccion de la neurogénesis en el hipocampo, memorias asociativa y espacial
(asociadas con altos niveles IL-1B), asi como a déficits en el aprendizaje motor
(relacionados con el incremento de TNF-a en el cerebelo; Rogers et al., 2011;
Katsumoto et al., 2014). Por el contrario, las sefiales del entorno cerebral también
pueden influir en la microglia a través de cambios en la transcripcion de genes,
morfologia y numero de células (Lavin et al., 2014; Hammond et al. 2019). Por
ejemplo, las neuronas liberan el factor estimulante de colonias-1 (CSF1) e IL-34,
ligandos del receptor CSF-1R, que junto con el factor de crecimiento transformante
B (TGF-B), son necesarios para la diferenciacién y proliferacion de microglia (Saijo
& Glass, 2011; Katsumoto et al., 2014; Butovsky et al., 2014). Asimismo, durante el
desarrollo, la microglia muestra una morfologia ameboide asociada al exceso de

poda sinaptica (Lawson, 1990; Monier et al., 2006).
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Figura 4. Microglia en el embrion y el periodo prenatal. a) Desde la etapa embrionaria, la
microglia se encarga de la poda sinaptica mediante proteinas del complemento, fractalcina y
TREM2. b) Durante el desarrollo, la microglia adopta un fenotipo activado y alta proliferacion.
Modificado de Prinz et al., 2019.
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1.3.2.2 Cerebro adulto.

La homeostasis de la actividad neuronal también se encuentra regulada por la
microglia. Se ha visto que en respuesta a la elevacion local de la actividad neuronal,
se activan los hemicanales de pannexina-1 en los somas y desencadenan la
secrecion de ATP, un estimulador clave para la quimiotaxis microglial, por lo que,
los procesos microgliales en reposo son atraidos hacia la fuente de ATP vy tras el
contacto neurona-microglia se reduce la actividad neuronal (Li et al., 2012). La
microglia también interviene en la modulacion de la actividad sinaptica excitatoria e
inhibitoria a traveés de la liberacion de moléculas de sefalizacion como TNF-a o el
factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF). TNF-a puede actuar mediante un
aumento en la expresion de receptores AMPA (Stellwagen et al., 2005). Por su
parte, el BDNF microglial, desencadena la autofosforilacion de TrkB neuronal para
modular la transmision sinaptica glutamatérgica y la plasticidad (Parkhurst et al.,
2013). Ademas, la microglia puede desprender vesiculas extracelulares que
interactian con la membrana plasmatica neuronal y mejoran la transmisién sinaptica
excitadora, a través de la induccion del metabolismo de los esfingolipidos, que se

han relacionado con la liberacion de neurotransmisores (Antonucci et al., 2012).

1.3.3 Marcadores moleculares de microglia.
La identificacion microglial es posible gracias a la deteccion de moléculas
intracelulares o asociadas a su superficie celular. Estos marcadores pueden ser
detectables independientemente del fenotipo celular, como la molécula adaptadora
de unién a calcio ionizado 1 (IBA1), los clusters de diferenciacion CD68, CD11b,
CD14, CD45, CD80, CD115, el receptor de fractalcina (Cx3crl), y F4/80, este ultimo
no se encuentra en humanos (Kettenmann et al., 2011; Jurga et al., 2020). No
obstante, estos marcadores microgliales también se han detectado en macréfagos.
Por otro lado, algunos de estos marcadores aumentan su expresion durante la
activacion microglial, tal es el caso de IBA1, CD68, CD11b y el complejo mayor de
histocompatibilidad 11 (MHCII). Particularmente, la proteina IBA1 es un marcador
ampliamente utilizado en los analisis inmunohistoquimicos, debido a su

especificidad y a su sobreexpresion durante la activacion microglial (Imai et al.,

11



1996; Hopperton et al., 2018). Ademas, en un analisis de RNA-seq, se identificé un
subconjunto de microglias asociadas a enfermedad (DAM), que presentan mayor
expresion de genes para los marcadores Trem2, Tyrobp, Clec7a, Lilrb4, CD74,
Csfl, Ccl6, entre otros, asi como una disminuciéon de Tmem119, P2ry12 y Cx3crl
(Keren-Shaul et al., 2017).

1.4 Astrocitos.

1.4.1 Origen y morfologia.

Los astrocitos son células parenquimatosas que cubren de manera ubicua el SNC
y constituyen el grupo de células gliales mas abundantes (Ventura & Harris, 1999;
Sofroniew, 2020). Se estima que los astrocitos corresponden a un porcentaje del 20
al 40% del numero total de células en cerebros de mamiferos, dependiendo de la
region cerebral (Herculano-Houzel, 2014; Khakh & Sofroniew, 2015). Los astrocitos
derivan de células neuroepiteliales de origen ectodérmico que recubren los
ventriculos cerebrales durante el desarrollo embrionario temprano, que luego se
convierten en células gliales radiales y finalmente, se diferencian en neuronas,
astrocitos y mas tarde en oligodendrocitos (Kriegstein & Alvarez-Buylla, 2009;
Tabata, 2015). Los astrocitos se caracterizan por una arborizacion intrincada con
especializaciones anatomicas que controlan las interacciones locales con otros
elementos del SNC (Hickman, 2018). Cada astrocito ocupa un territorio cerebral
distinto y estan acoplados fisicamente entre si con un alto nivel de conectividad
intercelular, a través de conexinas que forman canales de uniones gap (Santello et
al., 2019).

La poblaciéon astrocitica esta formada por células complejas y funcionalmente
diversas, que fueron descritas por primera vez en el siglo XIX (Kimelberg, 2004;
Khakh & Sofroniew, 2015). Desde entonces se han encontrado diversos subtipos
de astrocitos con diferencias considerables en el tamafio, morfologia, densidad,
tasa de proliferacion y expresion de receptores dentro de regiones especificas del
SNC de mamiferos sanos (Emsley & Macklis, 2006; Oberheim et al., 2009). Sin

embargo, la subdivision realizada por Kolliker y Andriezen proporciona un panorama
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general para el estudio de los astrocitos. En esta clasificacion se considera la
estructura y ubicacion de dos subtipos principales: astrocitos protoplasmicos y
astrocitos fibrosos (Kettenmann & Verkhratsky, 2008). El primer subtipo es el mas
abundante en cerebros de humanos, primates inferiores y roedores. Estos astrocitos
se encuentran ampliamente distribuidos en la materia gris y cada célula consiste en
un soma que emite un conjunto de prolongaciones de las que surgen ramificaciones
mas finas en una distribucion globoide uniforme (Sofroniew & Vinters, 2010). Los
astrocitos protoplasmicos se asocian estrechamente con las sinapsis y con los
vasos sanguineos a través de sus procesos vasculares (pies terminales). En
humanos, son 2.6 veces mas grandes (Oberheim et al., 2009), y diez veces mas
ramificados que en roedores. Por el contrario, los astrocitos fibrosos se localizan en
la materia blanca y se diferencian por tener prolongaciones mucho mas largas (muy
similares a fibras). Los astrocitos fibrosos presentan un menor grado de ramificacion
en comparacion con los astrocitos protoplasmicos, y espacialmente, se asocian con
los nédulos de Ranvier y las vias axonales, donde apoyan la mielinizacion
(Sofroniew & Vinters, 2010; Allen & Eroglu 2017). Adicionalmente, se han descrito
astrocitos interlaminares y de proyeccion varicosa, que destacan en la comunicacion
de larga distancia, a través de las capas corticales en primates de orden superior
(Oberheim et al., 2009; Vasile et al., 2017).

1.4.2 Funciones fisiolégicas de los astrocitos.
Los astrocitos son reconocidos como elementos clave en el soporte estructural y
metabdlico neuronal, asi como por su contribucion en la homeostasis cerebral (Fig.
5).

1.4.2.1 Glia limitante.
La BHE es una membrana altamente selectiva, formada por células endoteliales
conectadas a través de uniones estrechas y rodeadas por una membrana basal con
pericitos intercalados (Quintana, 2017). La glia limitante es una segunda barrera,
constituida por los pies terminales astrociticos, que se encarga del mantenimiento y
la permeabilidad de la BHE (Sofroniew & Vinters, 2010). Por ejemplo, los astrocitos
secretan moléculas difusibles como el factor de crecimiento basico de fibroblastos

(bFGF), el factor neurotrofico derivado de la glia (GDNF) y el factor de crecimiento

13



transformante-p (TGF-B), que regulan la formacion de las uniones estrechas (Abbott
et al., 2006; Chaboub & Deneen, 2013).

Regulacion de la
actividad sinaptica

Interaccion con microglia y
oligodendrocitos

Comunicacion
astrocito-astrocito

Regulacion de la
sinaptogénesis

Barrera
hematoencefalica

Soporte energético

Figura 5. Resumen esqueméatico de los diversos roles desempefiados por los astrocitos en el
funcionamiento del SNC. BEST, bestrofina; Cx, conexina; EAAT, transportador de aminoacidos excitatorios;
GluT1, transportador de glucosa 1; MCT 1/2, transportador de monocarboxilatos 1/2; mGIluRs, receptores
metabotrépicos de glutamato; NMDAR, receptores de N-metil-D-aspartato; Nrxn1a, Neurexinala; THBS,
Trombospondinas. Modificado de Khakh & Deneen, 2019.
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1.4.2.2 Sinaptogénesis y neurotransmision.

Los astrocitos interactian con las neuronas en estructuras conocidas como
“sinapsis tripartitas” (de manera transitoria en el cerebro en desarrollo), en las que
responden a la actividad neuronal a través de la liberacion de gliotransmisores,
como ATP, glutamato, GABA y D-serina, los cuales se unen a sus respectivos
receptores neuronales para modular la transmision sinaptica y mantener la
homeostasis neuronal (Araque et al., 1999; Halassa et al., 2007; Harada et al.,
2016). Los astrocitos también controlan los altos niveles de glutamato extracelular
a través de la recaptacion del glutamato liberado sinapticamente (Shigeri et al.,
2004). Asimismo, los astrocitos liberan enzimas implicadas en el metabolismo del
glutamato, como la glutamina sintetasa, que cataliza la conversion de glutamato a
glutamina (Bak et al., 2006), y la enzima glutaminasa activada por fosfato que
cataliza la reaccion de glutamina a glutamato (Uwechue et al, 2012; Kvamme &
Torgner, 2000). Por otro lado, los astrocitos influyen en la actividad sinaptica al
mantener los niveles adecuados de pH, iones, agua y neurotransmisores, gracias a
proteinas transportadoras como la acuaporina 4 (AQP4), o los transportadores para

la captacién de K* (Guillamén-Vivancos et al., 2015).

Los astrocitos secretan proteinas, lipidos y pequefias moléculas que se unen a los
receptores neuronales para regular la sinaptogénesis (Baldwin & Eroglu, 2017). Por
ejemplo, durante el desarrollo y después de una lesién en el SNC, los astrocitos
aumentan el numero de sinapsis mediante la liberaciébn de trombospondinas
(THBS), una familia de proteinas homélogas de matriz extracelular, que se unen a
la subunidad del canal de calcio a28-1 en las neuronas. Estas THBS tienen la
capacidad para inducir la formacion de sinapsis estructuralmente normales, que son
presinapticamente activas y postsingpticamente silenciosas debido a la falta de
receptores AMPA (acido a-amino-3-hidroxi-5metil-isoxa-zolpropionico), pero que
actian con otras sefiales derivadas de los astrocitos para producir sinapsis
funcionales (Christopherson et al., 2005; Eroglu et al., 2009; Guillamon-Vivancos et
al., 2015). Otro de los factores sinaptogénicos secretados por los astrocitos, es la

proteina Hevin (conocida como SPARC-likel / SPARCL1), que induce la formacién
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de sinapsis talamocorticales al promover la interaccion entre las moléculas de
adhesiéon neurexina-1a (NRX1a) y neuroligina-1B (NL1B). Ademas, la liberacién
astrocitica del factor de crecimiento transformante beta-1 (TGF-B1) promueve la
formacion de sinapsis tanto excitadoras como inhibidoras, a diferencia de las THBS
y Hevin que solamente inducen la sinaptogénesis excitadora (Baldwin & Eroglu,
2017).

1.4.2.1 Energiay Metabolismo.

Los procesos metabdlicos neuronales dependen de la actividad de los astrocitos;
sus caracteristicas morfoldgicas y fenotipicas les permiten absorber la glucosa de
los vasos sanguineos y suministrarla de manera apropiada a las neuronas
(Falkowska et al., 2015). En el cerebro adulto, la glucosa es almacenada en forma
de glucdgeno casi exclusivamente en los astrocitos y predomina en areas de alta
densidad sinaptica (Phelps, 1972; Bélanger et al., 2011). Durante la hipoglucemia y
en periodos de intensa actividad neuronal, el glucogeno se descompone en lactato
y se transfiere a los somas o0 axones neuronales adyacentes donde se usa

aerObicamente como fuente de energia (Brown & Ransom, 2007).

1.4.3 Marcadores moleculares de astrocitos.

Los astrocitos se caracterizan por una alta expresion de la proteina &cida fibrilar glial
(GFAP), una proteina de filamentos intermedios de tipo lll, que en conjunto con
vimentina, nestina y ocasionalmente sinemina, forman el citoesqueleto astroglial
(Pekny & Pekna, 2004). La GFAP se encuentra predominantemente pero no
exclusivamente en los astrocitos (Messing & Brenner, 2020). Su expresion aumenta
con la edad (Nichols et al. 1993), y cuando los astrocitos asumen un fenotipo
reactivo en isquemia, enfermedades neurodegenerativas y otros tipos de lesiones
en el SNC (Hol & Pekny, 2015). Esta proteina es considerada un marcador sensible
y confiable para la mayoria de los astrocitos, principalmente de aquellos que
responden a lesiones del SNC (Sofroniew & Vinters, 2010). Existen otros
marcadores como las proteinas citosolicas S100B, ALDH1L1, AldoC, y glutamina

sintetasa, que permiten la visualizacion de los somas y algunos de los procesos
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proximales, asi como los transportadores de aminoacidos excitadores EAAT-1 y
EAAT-2, pero que no son 6Optimos para evaluar la morfologia compleja de los
astrocitos por su tendencia a generar tinciones difusas (Sosunov et al., 2014;
Escartin et al., 2021). Otros marcadores identificados son las conexinas Cx43 y
Cx30 (que forman las uniones gap), la acuaporina 4, que revela preferentemente
los pies terminales astrociticos y, el factor de transcripcion SOX9 que muestra el
nacleo pero no los perfiles astrogliales completos (Verkhratsky & Nedergaard,
2018).

2. ANTECEDENTES DIRECTOS.
2.1 Neuroinflamacioén.

La neuroinflamacién es una respuesta fisiolégica protectora necesaria para regular
los procesos asociados a diversas formas de dafio en el sistema nervioso central y
periférico, debido a infecciones, toxinas ambientales, traumatismos, accidentes
cerebrovasculares, tumores, desérdenes metabdlicos y enfermedades
neurodegenerativas. Sin embargo, la perturbacion de cualquiera de los
componentes de la respuesta inflamatoria puede comprometer el microambiente
celular y volverlo nocivo (Gonzalez-Reyes et al., 2017; Sofroniew, 2020). En el SNC,
el proceso neuroinflamatorio incluye la activacion microglial y astrocitica (Fig. 6),
aumento en la produccién de mediadores inflamatorios, incremento en la
permeabilidad vascular e infiltracion de células inmunes periféricas, especialmente
cuando la barrera hematoenceféalica presenta dafios bioquimicos o mecanicos (Ji et
al., 2014). La liberacién de citocinas proinflamatorias puede provocar disfuncion
singptica, muerte neuronal e inhibicion de la neurogénesis. Por otro lado, la
activacion del sistema del complemento promueve la funcién fagocitica de la
microglia, lo que podria resultar en un exceso de poda sindptica. Aunque también
se producen citocinas antiinflamatorias como parte de un mecanismo para
contrarrestar la neuroinflamacion, en el contexto de las enfermedades

neurodegenerativas como la EA, la inflamacién tiende a ser un proceso crénico que
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no se resuelve por si solo y se considera un impulsor de la enfermedad (Leng &
Edison, 2021).

+ Especies reactivas del oxigeno
+ Poda sinédptica excesiva
* Reduccién de los factores tréficos

- Disfuncién
Apoptosis
Pérdida
sinaptica
5 © Citocinas proinflamatorias
)
o - -
_ ’ o (IL-1B, IL-8, TNF) Neurona
Microglia @ 4 >
activada ° l

L . uimiocinas
+ Péerdida de las funciones Q *

homeostaticas
+ Liberacién excesiva
de glutamato

{
§ Dafo axonal

Células endoteliales
“7— Vasos sanguineos
Ruptura de la BHE

Astrocito

Figura 6. Cambios patoldgicos de las células gliales. Las células activadas pierden sus funciones
homeostaticas, reducen la secrecion de factores troficos y producen mayores cantidades de citocinas y

guimiocinas pro-inflamatorias, lo que puede conducir al dafio neuronal. Modificado de Leng & Edison, 2021.

2.1.1 Respuesta microglial a las especies B-amiloides en la EA.

A pesar de su rapida respuesta protectora contra las alteraciones en la homeostasis
cerebral, la microglia también se ha relacionado con diversas enfermedades
neurodegenerativas (Davis et al., 2017). En el SNC maduro sano, la microglia existe
en un estado de “reposo” que, en respuesta a estimulos inflamatorios persistentes
que implican un peligro potencial, puede cambiar a un estado de “activacion”. En
este proceso, la microglia experimenta multiples etapas que incluyen cambios en su
morfologia, expresion molecular y comportamiento funcional (Town et al., 2005;

Kettenmann et al., 2011; Saijo & Glass, 2011). Fenotipicamente, la complejidad de
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los procesos de la célula se reducen y el soma aumenta de tamafio, adoptando una
morfologia “ameboide”. Ademas de activar su funcion fagocitica, esta microglia
reactiva adquiere la capacidad para migrar a los sitios de lesién mediante gradientes
guimiotacticos y aumenta su densidad local por proliferacion. Estas respuestas van
acompafnadas por alteraciones en la regulacién transcripcional de citocinas y
qguimiocinas, principalmente interleucina 1B (IL-18), interleucina 6 (IL-6), interleucina
8 (IL-8), interferén-y (IFN-y), el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a), CCL2, CCR3
y CCRb5, asi como por la liberacion de factores neurotdéxicos como las especies
reactivas del oxigeno (ROS) y oxido nitrico (NO; Van Eldik et al., 2007; Kettenmann
et al., 2011; Doens & Fernandez, 2014; Heneka et al., 2015; Ledo et al., 2020).

La eliminaciéon de las diversas especies de BA, implica la activacién de receptores
de reconocimiento de patrones (PRRs), que pueden desencadenar vias
moleculares involucradas en la produccién de moléculas inflamatorias (Fig. 7). Uno
de los PRRs mas estudiado en la EA es el receptor TREM2, que en conjunto con la
proteina adaptadora DAP12, se encargan de limitar la acumulacién de BA y otras
formas dafinas en la EA, promover la compactacién de las placas y modular la
produccion de citocinas (Bachiller et al., 2018; Ennerfelt & Lukens, 2020). No
obstante, se ha encontrado que las variantes raras Arg47 e His62 del gen TREM2,
muestran una reduccion en la capacidad de la microglia para responder a varios
factores de estrés metabdlico. Ambas variantes son consideradas factores de riesgo
para la EA (Schwabe et al., 2020). Los receptores tipo Toll (TLRS) de superficie
celular, TLR2 y TLR4 promueven el aclaramiento fagocitico de las formas
oligoméricas y fibrilares del BA (Falsig et al., 2008). El receptor RAGE puede activar
la via de sefalizacion de NFkB e inducir a una mayor produccion de citocinas
proinflamatorias (Solito & Sastre, 2012; Ennerfelt & Lukens, 2020). En cuanto a los
receptores scavenger de clase A (SR-Al), se ha encontrado que median la
captacién de BA fibrilar y su deficiencia puede conducir a una disminucion del 50%
de la actividad fagocitica del BA (Cornejo et al., 2018; Chiarini et al., 2020).
Asimismo, el receptor scavenger SR-B2 (CD36), forma un complejo con TLR4 y
TLR6 que también favorece la produccién de citocinas, quimiocinas y ROS
(Hickman et al., 2018).
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Figura 7. Receptores microgliales que coordinan las respuestas inmunitarias innatas en la EA.
TREMZ2 reconoce el BA, los lipidos liberados por las neuronas dafiadas y APOE en la EA. La fagocitosis
del BA por microglia es mediada por los receptores TREM2, TLRs, SR y FcR. Por el contrario, CD33 y
CD22 se unen al acido sialico asociado a las placas BA e inhiben la sefalizacion de eventos necesarios
para el aclaramiento de AB. Ademas, RAGE, Clec7a y TLR modulan la produccién de citocinas en la
respuesta al BA y DAMPs asociados a la EA. Ennerfelt & Lukens, 2020

Aunque el BA podria contribuir a la activacion microglial, se ha sugerido que la
microglia puede promover la siembra de placas amiloides mediante la activacion del
inflamasoma NLRP3, donde la proteina adaptadora ASC (apoptosis-associated
speck-like protein) puede liberar particulas de la microglia que actian como sitios
de union para BA, lo que podria aumentar rapidamente la formacion de oligdmeros

y agregados amiloides (Fig. 8; Venegas et al., 2017; Leng & Edison, 2021).
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Figura 8. Respuesta microglial a las especies BA. Las especies del BA pueden ser reconocidas por una
variedad de PRRs microgliales, que activan vias fagociticas o inflamatorias. La activacion de la via del factor
nuclear kB (NFkB) conduce a la expresion de citocinas proinflamatorias y al ensamblaje del inflamasoma
NLRP3. Este complejo proteico puede liberar la proteina ASC (apoptosis-associated speck-like protein) que
contiene un dominio de reclutamiento de caspasa C-terminal, el cual podria servir como un sitio de unién para
la agregacion del BA. Mientras que, la liberacidon de citocinas proinflamatorias puede promover una mayor

activacion glial, dafio neuronal y regulacién a la alza de B-secretasa. Modificado de Leng & Edison, 2021.

2.1.2 Respuesta de astrocitos en la EA.

La activacion de astrocitos o astrogliosis reactiva (Fig. 9), es una respuesta
evolutivamente antigua necesaria para el mantenimiento de la homeostasis cerebral
y la preservacion de las funciones neurolégicas ante una amplia gama de
agresiones en el SNC, incluidos los traumatismos agudos, infecciones, accidentes
cerebrovasculares, desordenes metabdlicos, tumores y enfermedades

neurodegenerativas (Sofroniew, 2020). No obstante, los astrocitos reactivos
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pueden sufrir una serie de cambios en la expresion génica, hipertrofia celular y en
casos mas graves, la formacion de cicatrices. Estas alteraciones tienen el potencial
de inducir la pérdida de funciones esenciales y la ganancia de funciones anormales,
lo que puede repercutir tanto de manera benéfica como perjudicial en las células

neuronales y no neuronales circundantes.

a) Factores que promueven la activacion de astrocitos b) Diversas respuestas de los astrocitos reactivos
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Figura 9. Activacion de astrocitos en mamiferos. a) La reactividad de los astrocitos es inducida por una
amplia variedad de sefiales moleculares derivadas de neuronas, células estromales, células tumorales, otras
glias, microorganismos patégenos, toxinas ambientales y moléculas secretadas por células periféricas. b) Las
respuestas desencadenadas por astrocitos reactivos pueden influir en células neuronales y no neuronales

circundantes. Modificado de Sofroniew, 2020.

En la EA, los astrocitos participan en la eliminacion de BA a través de multiples
mecanismos que incluyen, la produccién de neprilisina (NEP) y las enzimas
convertidoras de endotelina 1y 2 (ECE 1 y ECE2), capaces de fragmentar BA a
partir de diferentes sitios de escision; la secrecion de metaloproteinasas de matriz,
MMP-2 y MMP-9, implicadas en la degradacion extracelular de las formas
monoméricas y fibrilares del BA (Eckman et al., 2003); asi como el transporte de BA
unido a las proteinas ApoE y a2-macroglobulina (a2-M), a través de la BHE.
Ademas, los astrocitos también pueden internalizar las formas oligoméricas de BA
mediante fagocitosis y endocitosis mediada por receptores (Deane et al., 2009;
Morris et al., 2014; Ries & Sastre, 2016).
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A pesar de que los astrocitos juegan un papel importante en la reduccion de la carga
de BA, cuando las placas amiloides acumuladas alcanzan cierto umbral se pueden
ver afectadas las funciones de los astrocitos y desencadenar diversos eventos que
contribuyen a la patologia de la EA (Kraft et al., 2013; Batarseh et al., 2016). Los
efectos perjudiciales incluyen principalmente: (1) Alteraciones en la absorcion y el
metabolismo del BA (Rowland et al., 2018), (2) Exacerbaciéon de la inflamacion a
través del aumento en la produccion de citocinas y quimiocinas, (3) Produccién de
niveles neurotéxicos de ROS, (4) Reducciéon del aclaramiento de glutamato, (5)
Alteraciones en la homeostasis del calcio, (6) Produccion de VEGF, que puede
afectar la funcion de la BHE y (7) Plasticidad sinaptica alterada (Sofroniew &
Vinters, 2010; Li et al., 2020). Adicionalmente, en modelos para otros trastornos
como la Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA), se ha encontrado que los astrocitos
reactivos experimentan alteraciones en el transporte de lactato y en la expresion de
GLT-1 (Ferraiuolo et al., 2011). En isquemia y lesiones de la médula espinal, los
astrocitos pueden regular positivamente acuaporina 4 (AQP4) y favorecer el edema
citotoxico (Huang et al., 2019). Finalmente, los astrocitos reactivos también se han

relacionado con la induccién y el mantenimiento del dolor crénico (Li T. et al., 2019).

2.2 Modelo de laraton triple transgénico para la enfermedad de
Alzheimer (3xTgAD).

Los modelos animales se han convertido en una herramienta esencial para
comprender los mecanismos subyacentes de la patogénesis de la EA, su objetivo
es reproducir algunos de los sintomas y lesiones que ocurren durante la enfermedad
con la mayor precision posible (Esquerda-Canals et al., 2017). Actualmente, los
modelos animales que se utilizan en los estudios preclinicos son: i) Modelos
transgénicos de EA, que sobreexpresan proteinas APP, PS y/o Tau con mutaciones
relacionadas con la enfermedad familiar o temprana; y ii) Modelos no transgénicos,
gue implican animales a quienes les inyectan BA o Tau en el cerebro y los modelos

de envejecimiento (Puzzo et al., 2015).

El modelo de ratén triple transgénico 3xTgAD, fue creado mediante la

microinyeccion de dos transgenes independientes que codifican APPg,. ¥ taupsgi.
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humanas, en embriones unicelulares recolectados de ratones Knockin PS1y146v
homocigoticos mutantes, que posteriormente se reimplantaron en madres
adoptivas, dando lugar a ratones con el mismo fondo genético. Estos ratones
recapitulan aspectos especificos de la EA: la inflamacion dependiente de la edad,
el desarrollo de depdésitos extracelulares de BA, antes de la formacién de NFTs y
deterioro cognitivo (Oddo S. et al, 2003; Belfiore R. et al, 2018).

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Actualmente, no se ha logrado dilucidar por completo el papel que juega la
activacion glial en la EA. A pesar de que el modelo 3xTgAD recapitula la patologia
neuroinflamatoria y ha sido ampliamente utilizado, ha generado controversia por el
hallazgo de sublineas que sugieren edades de inicio y progresion distintas. Por ello,
en este trabajo vamos a caracterizar la progresion de la neuroinflamacion a partir
de los cambios morfolégicos de microglia y astrocitos, asi como los cambios en la
expresion de los marcadores IBA1 y GFAP, antes y después de la aparicion de las
placas amiloides. Con el objetivo de establecer datos mas precisos acerca de la
activacion glial en este modelo murino y que, podrian tener un impacto significativo

en el disefilo de nuevos estudios en nuestro laboratorio.

4. HIPOTESIS.

La respuesta inflamatoria de la microglia y astrocitos se incrementara en funcién de
la edad y el aumento de los depésitos amiloides en el modelo 3xTgAD. Esto
conducira a una mayor cantidad de células con cambios morfolégicos y que

presentaran niveles mas altos en la expresion de las proteinas IBA1 y GFAP.

5. OBJETIVOS.

e Estudiar la activacion microglial en tejido cerebral de ratones 3xTgAD
hembras y machos, en funcion de la edad y la region cerebral, a través de la

expresion de la proteina IBAL.
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e Estudiar la activacion de los astrocitos en tejido cerebral de ratones 3xTgAD
hembras y machos, en funcién de la edad y la regién cerebral, mediante la
expresion de la proteina GFAP.

e Determinar si existen diferencias en la respuesta microglial, con respecto al
sexo en ratones 3xTgAD.

e Determinar si existen diferencias en la respuesta de astrocitos relacionadas

con el sexo en ratones 3xTgAD.

6. MATERIALES Y METODOS.

1| Animales.
En este trabajo se utilizaron ratones 3xTgAD, generados en un fondo hibrido de

C57BL6/129SvJ (Oddo S. et al, 2003), y controles B6129SF2/J adquiridos de The
Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA). Los ratones se alojaron en jaulas con
un maximo de 6 animales, en condiciones de luz/oscuridad de 12 h y con acceso a
alimentos y agua ad libitum. Todos los procedimientos con animales fueron
aprobados por el Comité para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del
Instituto de Investigaciones Biomédicas de la Universidad Nacional Autbnoma de

México.

2| Inmunofluorescencia.

Los hemisferios cerebrales fueron obtenidos después de la perfusiéon ventricular con
PBS frio en los ratones profundamente anestesiados con Sevofluorano (Abbot), en
seguida se fijaron en una solucién de paraformaldehido (PFA) al 4 % en PBS (pH
7.4) a4 °C por 24 h. A continuacion, se deshidrataron durante tres dias consecutivos
en soluciones de 10, 20 y 30 % de sacarosa a 4°C respectivamente. Una vez
deshidratados, los cerebros se colocaron en Tissue-tek (Sakura Finetek, USA) y se
cortaron en congelacién para obtener secciones de 30um de espesor utilizando un
criostato (Kedee, KD2850). Los cortes que se usaron correspondieron a la posiciéon
desde -1.6mm a -2.3 de bregma. Para iniciar la tincion, cada corte se lavé dos veces
con Tris-buffer salino (TBS; Tris-base 50mM/NaCl150mM), durante 5 min a

temperatura ambiente y recibid un pretratamiento para la recuperacion de epitopos,
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en el que los tejidos se incubaron por 30 minutos a 70 °C con buffer de citrato de
sodio 10 mM (pH 6.0)/Tween 20 0.05 %. Posteriormente, cada corte se lavé dos
veces con TBS durante 5 min a temperatura ambiente, seguido de la
permeabilizacion por 15 minutos con TBS-triton (Triton X-100 0.01 %), y por ultimo,
el blogueo de sitios inespecificos durante 30 minutos con TBS-triton-BSA (Triton X-
100 0.01 % / Albumina Sérica Bovina 2 %). Los tejidos se incubaron toda la noche
a 4 °C con el anticuerpo primario correspondiente a la poblacion celular de interés
(Tabla 1) usando como diluyente de anticuerpos TBS-Tritdn-Suero Normal de Cabra
5 %. Al siguiente dia, los tejidos se sometieron de nuevo a lavados consecutivos
con TBS, TBS-triton y TBS-triton-BSA durante 5 minutos cada uno. Finalmente, se
incubaron los tejidos durante 1h con los anticuerpos secundarios correspondientes
(Tabla 2) usando el mismo diluyente que en los anticuerpos primarios. Después de
la incubacion se retiraron los anticuerpos secundarios y se realizaron lavados
consecutivos con TBS, TBS-tritdbn y TBS-triton-BSA durante 5 minutos cada uno.
Los tejidos se colocaron en un portaobjetos con medio de montaje Vectashield con
DAPI (Vector Labs, Burlingame).

Tabla 1. Anticuerpos primarios.

Anticuerpo  Dilucién Origen Fabricante
bioldgico
Microglia Anti-IBA1 1:1000 Conejo Wako Pure Chemical
Industries, Japan
Astrocitos =~ Anti-GFAP 1:500 Ratén Invitrogen, USA

Tabla 2. Anticuerpos secundarios.

Anticuerpo Dilucion Origen Fabricante
biologico
Microglia  Anti-IgG (H+L) de conejo 1:1500 Cabra Invitrogen,
acoplado a Alexa fluor USA
594
Astrocitos = Anti-lgG (H+L) de raton 1:1000 Cabra Invitrogen,
acoplado a Alexa fluor USA
594
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3| Intensidad de fluorescencia.

Las imagenes se obtuvieron con un microscopio de epifluorescencia Olympus Ix51
(Nikon Instruments Inc., USA) equipado con una cadmara DP71 (Olympus), y se
cuantificaron con el programa de procesamiento de imagen digital, ImageJ (Broken
Symmetry Software). Para evaluar la activacion de microglia y astrocitos, se
determino la densidad integrada (IntDen) de fluorescencia, que proporciona el valor
del area de todas las regiones fluorescentes y la intensidad promedio de

fluorescencia de cada Region de Interés (ROI).

4| Andlisis Estadistico.

Los datos obtenidos se analizaron mediante ANOVA de una y dos vias, con las
pruebas post hoc de Tukey y Sidak, cuando fue apropiado (Software GraphPad, San
Diego, CA, EE. UU.). Las diferencias se consideran significativas a partir de p<0.05.

Los resultados se muestran como el promedio + la desviacion estandar (SD).
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Figura 10. Esquema de deteccién de IBAL1 y GFAP. Se muestra el proceso para la identificacion de microglia
y astrocitos en ratones 3xTgAD y B6129SF2/J. Los tejidos fijados con PFA al 4 % recibieron un pretratamiento
para desenmascarar los epitopos, utilizando una fuente de calor y buffer de citratos. Posteriormente, se llevo a
cabo la reaccion Ag-Ac mediante el método de inmunofluorescencia indirecta. Las micrografias se cuantificaron

con ImagelJ y se analizaron con Graphpad. Creado con BioRender (2022).
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7. RESULTADOS.
7.1 Activacién Microglial dependiente de la edad en ratones 3xTgAD.

Para evaluar la progresion de la activacion microglial, se realizaron inmunotinciones
utilizando un anticuerpo anti-IBA1 y se seleccionaron las regiones de subiculo, CA1
y corteza de ratones 3XTgAD a los 6, 12, 16 y 20 meses de edad. Se sabe que
existe un aumento en la expresion de IBA1 durante la activacion microglial. Ademas,
las regiones seleccionadas estan asociadas con una mayor cantidad de agregados
BA en este modelo. Por cada region y edad se tomaron tres micrografias de ratones
3XTgAD distintos (n= 3 / grupo de edad), y en cada una de las micrografias se
cuantifico la IntDen de fluorescencia de IBA1 mediante el programa ImageJ.
Finalmente, a partir de los datos obtenidos, se realizO una comparacion entre
hembras y machos para evaluar las diferencias de la activacion microglial con
respecto al sexo. Los controles (No Tg), no fueron cuantificados y solo se utilizé una

micrografia por edad para el analisis cualitativo.

7.1.1 Hipocampo (subiculo): hembras.
Se realiz6 una comparacion cualitativa entre microglia de ratones hembra 3xTgAD
y No Tg. En ella se encontré que, en estos modelos la inmunoreactividad de IBA1 a
los 6 meses es similar, mientras que, de 12 a 20 meses se observa un aumento
progresivo, en mayor medida en el modelo 3xTgAD (Fig. 11a-d). A continuacion, se
tomaron micrografias representativas de las principales alteraciones morfologicas
qgue ocurren en las células de la microglia de ratones hembra 3xTgAD. En la
microglia de animales de 6 meses, se conserva el soma redondo y las
prolongaciones finas, caracteristicas de la microglia en condiciones fisiol6gicas
normales. A los 12 meses se hallaron las primeras células con un fenotipo anormal,
en las que se puede observar un incremento considerable en el tamafio del somay
el grosor de las prolongaciones, cambios asociados con la microglia activada. No
obstante, la mayoria de las células de la microglia no presentaron cambios y, solo
hasta los 16 meses se detectaron alteraciones en todas las células (Fig. 11e-h). El
analisis cuantitativo de las imagenes de microglia de ratones 3xTgAD demostr6 que

la inmunoreactividad de IBA1l es significativamente mas alta a los 16 meses
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comparada con 6 meses (p= 0.0282). No se encontraron diferencias significativas

entre el resto de las edades (Fig. 11i).
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+ SD (GraphPad Software, San Diego, CA, EE. UU.).
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7.1.2 Hipocampo (subiculo): machos.
En la comparacién cualitativa de microglia en ratones macho 3xTgAD y No Tg, se
observo que la inmunoreactividad de IBAL a los 6, 12 y 16 meses es similar, y solo
se muestran diferencias a los 20 meses (Fig. 12a-d). Sin embargo, al analizar las
células de manera individual, se encontro un fenotipo activado desde los 12 hasta
los 20 meses en modelo 3xTgAD (Fig. 12e-h). En la cuantificacion de la activacién
microglial, hallamos un aumento progresivo en la IntDen de fluorescencia, pero no

se encontraron diferencias significativas entre edades (Fig. 12i).
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Figura 12. Activacion microglial dependiente de la edad en la regién de subiculo de ratones
macho. (a-d) Micrografias representativas de cerebros de ratones 3xTgAD y No Tg, marcadas con
anti-IBA1 (20x). (e-h) Cambios morfolégicos de microglia en ratones 3xTgAD, se observa microglia
activada desde los 12 meses. Escala: 50um. (i) Analisis cuantitativo de la IntDen de fluorescencia de
IBA1 en ratones 3xTgAD (n=3 / grupo de edad). La grafica muestra un incremento progresivo de la
activacion microglial, sin diferencias significativas. Evaluacion estadistica: ANOVA de una via y post
hoc de Tukey, *p<0.05. Los resultados se muestran como el promedio + SD (GraphPad Software, San
Diego, CA, EE. UU.)

7.1.3 Hipocampo (CA1): hembras.

La comparacion cualitativa en la region CA1l (Fig. 13a-d) sugiere que no existen
diferencias en la inmunoreactividad de IBA1 entre microglia de ratones 3XxTgAD y
No Tgalos 6y 12 meses de edad, pero si se observan cambios a los 16 y 20 meses.
En cuanto a la morfologia, se encontré que la microglia de ratones 3xTgAD a los 6
meses no presenta alteraciones, a los 12 y 16 meses los somas han perdido su
estructura. Mientras que, a los 20 meses se observa microglia con cambios
importantes tanto en su estructura como en su tamafio (Fig. 13e). En la
cuantificacion de la expresion de IBAL, la prueba post hoc indico que la IntDen de
fluorescencia a los 20 meses fue significativamente mayor que a los 6 meses (p =
0.0362). No se encontraron diferencias significativas en el resto de las edades (Fig.
13i).
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Figura 13. Activacién microglial dependiente de la

edad en laregion de CA1 de ratones hembra. (a-d)

Micrografias de cerebros de ratones 3xTgAD y No Tg,

marcadas con anti-IBA1 (20x). (e-h) Cambios

morfoldgicos en microglia del modelo 3xTgAD, las

primeras alteraciones se observan a partir de los 12

meses. Escala: 50um. (i) Analisis cuantitativo en el

gue se encontrdé un aumento progresivo de la IntDen

de fluorescencia de IBA1l en cerebros de ratones

3XTgAD (n=3/ grupo de edad). Evaluacion estadistica:

ANOVA unidireccional y post hoc de Tukey, *p<0.05.

Los resultados se muestras como el promedio + SD
(GraphPad Software, San Diego, CA, EE. UU.)
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7.1.4 Hipocampo (CA1): Machos.
La evaluacion cualitativa de las micrografias en la region CA1l de ratones macho
(Fig. 14a-d), sugiere que no existen diferencias en la inmunoreactividad de IBAl
entre microglia de ratones 3XTgAD y No Tg a los 6 meses, pero si se observan
diferencias a los 12, 16 y 20 meses de edad. En la evaluacion de la morfologia
observamos que la microglia de ratones 3xTgAD a los 6 meses no presenta
alteraciones, y a partir de los 12 meses se observan cambios progresivos, como la
pérdida de la redondez del soma microglial y el aumento de tamafo (Fig. 14e-h).
En el analisis cuantitativo, la prueba post hoc indic6 que no existen diferencias

significativas en la IntDen de fluorescencia de IBA1 (Fig. 14i).
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Figura 14. Activacion microglial dependiente de la edad en la region de CA1 de ratones macho.
(a-d) Micrografias de cerebros de ratones 3xTgAD y No Tg, marcadas con anti-IBA1 (20x). (e-h)
Cambios morfolégicos en microglia del modelo 3xTgAD, se observa microglia activada desde los 12
meses. Escala: 50um. (i) Andlisis cuantitativo de la IntDen de fluorescencia de IBA1 en cerebros de
ratones 3xTgAD (n=3 / grupo de edad). Sin diferencias significativas. Evaluacion estadistica: ANOVA
unidireccional y post hoc de Tukey, *p<0.05. Los resultados se muestran como el promedio + SD
(GraphPad Software, San Diego, CA, EE. UU.)

7.1.5 Corteza: hembras.
Alos 6 y 12 meses de edad no se observan diferencias entre microglia de ratones
3XTgAD y No Tg. Mientras que, a los 16 y 20 meses se vuelve notoria una mayor
inmunoreactividad de IBA1 en los ratones transgénicos (Fig. 15 a-d). Tampoco se
encontraron alteraciones morfoldgicas en las microglias de 6 y 12 meses (Fig. 15
e-f). En 16 y 20 meses, detectamos microglia activada evidente por el aumento en
el tamafio del soma y cambios considerables en la morfologia microglial (Fig. 15 g-
h). El analisis cuantitativo de microglia en la region de corteza demostré que la
inmunoreactividad de IBAl es significativamente mas alta a los 20 meses
comparada con 6 meses (p = 0.0278), pero no existen diferencias significativas

entre el resto de las edades (Fig. 15i).
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Figura 15. Activacién microglial dependiente de la
edad en corteza de ratones hembra. (a-d) Micrografias
de ratones 3xTgAD y no transgénicos, marcadas con
anti-IBA1 (20x). (e-h) Cambios morfoldgicos generados
entre microglias de corteza en el modelo 3xTgAD, se
observa microglia activada a los 16 y 20 meses. Escala
50um. (i) Andlisis cuantitativo que muestra el aumento de
la inmunoreactividad de IBAL en la corteza de ratones
3XTgAD (n=3 / grupo de edad). Evaluacion estadistica:
ANOVA de una via y post hoc de Tukey, *p<0.05. Los
resultados se muestran como el promedio = SD
(GraphPad Software, San Diego, CA, EE. UU.)
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7.1.6 Corteza: machos.
El andlisis cualitativo de las micrografias en la region de corteza (Fig. 16a-d),
sugiere gue no existen diferencias en la inmunoreactividad de IBA1 entre microglia
de ratones 3XTgAD y No Tg a los 6 y 12 meses, y se observan algunas alteraciones
en 16 y 20 meses de edad. De igual manera, en la evaluacion de la morfologia se
encontré que la microglia de ratones 3XxTgAD a los 6 y 12 meses no presenta
alteraciones, y que, en 16 y 20 aumenta el tamafo del soma (Fig. 16e-h). La prueba
post hoc demostr6 que no existen diferencias significativas en la IntDen de

fluorescencia de IBAL1 (Fig. 16i).
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Figura 16. Activacion microglial dependiente de la edad en corteza de ratones macho. (a-d)
Micrografias de ratones 3XTgAD y no transgénicos, marcadas con anti-IBA1 (20x). (e-h) Cambios
morfolégicos generados entre microglias de corteza en el modelo 3xTgAD (escala 50um). (i). Analisis
cuantitativo de la inmunoreactividad de IBAL en la corteza de cerebros de ratones hembra 3xTgAD
(n=3 / grupo de edad). Evaluacion estadistica: ANOVA unidireccional y post hoc de Tukey, *p<0.05.
Los resultados se muestran como el promedio + SD (GraphPad Software, San Diego, CA, EE. UU.)

7.1.7 Diferencias en la expresion de IBA1 entre machos y hembras.

Se realiz6 un andlisis cuantitativo de la inmunoreactividad de IBA1 en las regiones
de subiculo, CAl y corteza de ratones hembra y macho 3xTgAD, para determinar
si existe alguna relacion entre la activacién microglial y el sexo. Se encontré que la
IntDen de fluorescencia en la regién de subiculo, es significativamente mas alta en
hembras de 16 meses (p = 0.0187), que en machos de la misma edad (Fig. 17a).
Mientras que, las regiones de CA1 (Fig. 17b), y corteza (Fig. 17c), no mostraron
diferencias estadisticamente significativas entre sexos. Los datos obtenidos de la
IntDen de fluorescencia para cada grupo de edad y regidn se encuentran en el
ANEXO Il
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Figura 17. Diferencias en la expresion de IBAL entre sexos. En las graficas se muestra la comparacion
de la expresion de IBAL en funcién de la edad, a partir de micrografias de cerebros de ratones del modelo
3XTgAD (n=3/ grupo de edad). a) Hipocampo (subiculo). Se encontraron diferencias significativas a los 16

meses (p = 0.0187). b) Hipocampo (CA1). No se encontré diferencia significativa. c) Corteza. Sin diferencias
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significativas. La evaluacion estadistica se obtuvo mediante ANOVA de dos vias, seguida por la post hoc de
Sidak, para comparaciones miiltiples, *p<0.05. Las cifras corresponden al promedio + SD (GraphPad
Software, San Diego, CA, EE. UU.)

7.2 Activacién de astrocitos dependiente de la edad en ratones
3xTgAD.

Para evaluar la activacion de astrocitos, se realizaron inmunotinciones utilizando un
anticuerpo anti-GFAP en las regiones de subiculo y CAl de cerebros de ratones
3XTgAD y No Tg, de 6, 12, 16 y 20 meses. GFAP es un marcador sensible de
astrocitos que aumenta su expresion con la edad y en mayor medida durante la
activacion astrocitica (Nichols et al. 1993; Sofroniew & Vinters, 2010). Las regiones
seleccionadas estan asociadas con una mayor cantidad de agregados BA. Por cada
regién y edad se tomaron tres micrografias correspondientes a ratones 3xTgAD
distintos (n= 3 / grupo de edad), y de cada una de las micrografias se cuantifico la
IntDen de fluorescencia mediante el programa ImagedJ. A partir de los datos
obtenidos, se realiz6 una comparacion entre hembras y machos para determinar si
existen diferencias en la activacion de astrocitos entre sexos. Las micrografias de
los cerebros de ratones No Tg, no fueron cuantificados y solo se utilizd una

micrografia por edad para el analisis cualitativo.

7.2.1 Hipocampo (subiculo): hembras.
En la comparaciéon cualitativa entre astrocitos de ratones 3xTgAD y NoTg, no se
encontraron diferencias a los 6 meses y a partir de los 12 meses se observaron
cambios en la inmunoreactividad de GFAP, que aumentan gradualmente con la
edad (Fig. 18 a-d). En cuanto a las alteraciones morfolégicas, se observan
astrocitos finos a los 6 meses, a los 12 meses se observan astrocitos de mayor
grosor, pero es hasta los 16 y 20 meses cuando se observan cambios morfologicos
asociados con la activacion (Fig. 18 e-h). Sin embargo, el analisis cuantitativo

mostré que la IntDen de GFAP no es significativamente mayor a ninguna edad.
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7.2.2 Hipocampo (subiculo): machos.
Cualitativamente, la inmunoreactividad de GFAP en la region de subiculo no fue
diferente entre ratones transgénicos y NoTg a los 6 meses. De 12 a 20 meses
incrementa GFAP paulatinamente, en el modelo 3xTgAD (Fig. 19 a-d).
Morfologicamente, las células de 12 meses presentan alteraciones que necesitan
mayor informacion para determinar si se trata de un fenotipo reactivo. En 16 y 20m
se observa un fenotipo reactivo (Fig. 19 e). El andlisis cuantitativo entre astrocitos
de ratones 3xTgAD, confirmo que la IntDen de fluorescencia de GFAP no presenta

diferencias significativas entre astrocitos 3xTgAD a ninguna edad (Fig. 19i).
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Figura 19. Activacion de astrocitos dependiente de la edad en subiculo de ratones macho. (a-d)
Micrografias de ratones 3xTgAD y No Tg, marcadas con anticuerpo anti-GFAP (20x). (e-h) Cambios
morfolégicos observados entre astrocitos de CAl, donde se observa el aumento gradual de GFAP, de
6 a 16 meses, y atrofia celular en 20 meses. Escala 50um. (i) Andlisis cuantitativo de la IntDen de
fluorescencia de GFAP en CA1 de ratones 3xTgAD (n=3 / grupo de edad). Evaluacion estadistica:
ANOVA unidireccional y post hoc de Tukey, *p<0.05. Los resultados se muestran como el promedio +
SD (GraphPad Software, San Diego, CA, EE. UU.)

7.2.3 Hipocampo (CA1): hembras.

Se encontr6é que a los 6 y 12 meses los astrocitos de ratones 3xTgAD y NoTg, no
presentan diferencia en la inmunoreactividad de GFAP, mientras que a los 16 y 20
meses GFAP aumenta sustancialmente en el modelo 3xTgAD (Fig.20 a-d).
Morfologicamente, se hallaron astrocitos con un fenotipo normal a los 6 meses y a
los 12 meses se observan de un mayor tamafio. La activacion es evidente hastal6
y 20 meses, en donde encontramos hipertrofia celular (Fig. 20 g-h). El analisis
cuantitativo (Fig. 20i), confirmé que la IntDen de fluorescencia de GFAP es
significativamente mas alta a la edad de 20 meses, con respecto a 6 meses (p =
0.0152), y 12 meses (p =0.0391).
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7.2.4 Hipocampo (CA1): machos.
En el andlisis cualitativo se observaron diferencias de inmunoreactividad de GFAP
entre ratones 3xTgAD y No Tg, a partir de 12 meses. (Fig. 21 a-d). Sin cambios
morfologicos en astrocitos de 6 y 12 meses, y con activacion de astrocitos en 16 y
20 meses (Fig. 21 e-h). No obstante, en el andlisis cuantitativo entre astrocitos de
ratones 3XxTgAD, no se determind que existan diferencias significativas en la IntDen

de fluorescencia de GFAP (Fig 21i).
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Figura 21. Activacion de astrocitos dependiente de la edad en CA1 de ratones macho. (a-d)
Micrografias de ratones 3xTgAD y no transgénicos, marcadas con anticuerpo anti-GFAP (20x). (e-
h) Cambios morfol6gicos observados entre astrocitos de CA1 en el modelo 3xTgAD (escala 50um).
(i) Analisis cuantitativo de la inmunoreactividad de GFAP en CA1 de ratones 3xTgAD (n=3 / grupo
de edad). Evaluacion estadistica: ANOVA unidireccional y post hoc de Tukey, *p<0.05. Los
resultados se muestran como el promedio + SD (GraphPad Software, San Diego, CA, EE. UU.)

7.2.5 Diferencias en la expresion de GFAP entre machos y hembras

Se realiz6 un andlisis cuantitativo de la inmunoreactividad de GFAP en las regiones
de subiculo y CA1 de ratones hembras y machos 3xTgAD, para determinar si existe
alguna relaciéon entre la activacion celular y el sexo. Se encontr6 que la
inmunoreactividad en la region de subiculo es significativamente mas alta (p=
0.0066), en hembras a los 16 meses (Fig 22a), mientras que, en la region CA1 no
se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ambos sexos (Fig
22b).
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Figura 22. Diferencias en la expresion de GFAP entre sexos. En las graficas muestra la comparacion
de la expresion de GFAP en funcién de la edad, a partir de micrografias de cerebros de ratones del modelo
3xTgAD (n=3/ grupo G edad). a) Hipocampo (subiculo). Se encontraron diferencias significativas a los
16 meses (p= 0.0066). b) Hipocampo (CA1). No se encontraron diferencias significativas. La evaluacion
estadistica se obtuvo mediante ANOVA de dos vias, seguida por la post hoc de Sidak, para comparaciones
multiples, *p<0.05. Las cifras corresponden al promedio + SD. (GraphPad Software, San Diego, CA, EE.
uu.).
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8. DISCUSION.

La EA es una enfermedad neurodegenerativa caracterizada patolégicamente por la
acumulacion de placas BA, agregacion de la proteina tau hiperfosforilada en forma
de NFTs y perdida neuronal (Henstridge et al., 2019). De acuerdo con la hipotesis
de la cascada amiloide, la deposicion de las especies BA en el cerebro, es el evento
iniciador de la EA. Siguiendo esta hipotesis, se han desarrollo agentes terapéuticos
que actuan mediante la supresion, disminucion de la produccion o elevacion de la
tasa de eliminacion de BA, en el cerebro y LCR (Uddin et al., 2020). Sin embargo, a
pesar de que los tratamientos dirigidos al BA han logrado demostrar una reduccion
significativa de la deposicion amiloide, sigue existiendo incertidumbre con respecto
a los beneficios clinicos, lo que ha sugerido que la hipotesis de la cascada amiloide
podria ser insuficiente para explicar la patogénesis de la EA. Por ello, en esta
investigaciéon nos enfocamos en otro de los eventos neuropatoldgicos clave en el
inicio y desarrollo de la enfermedad, la neuroinflamacion. En particular, evaluamos
la progresion de la activacion microglial y astrocitica en presencia de agregados BA,
con el objetivo de ampliar nuestra comprension acerca de los procesos

fisiopatoldgicos y su impacto en el desarrollo de nuevos enfoques terapéuticos.

La neuroinflamacién es una respuesta que promueve la infiltracion de células
inmunitarias y la activacion de células gliales (Wang et al., 2015; Cai et al., 2022),
las cuales inducen mecanismos de sefializacién responsables de la secrecion de
moléculas inflamatorias asociadas con la neurodegeneracion (Uddin et al., 2022).
Por ello, en los ultimos afios se ha sugerido el control de la activacion microglial y
astrocitica como objetivo terapéutico para la EA. Clasicamente, las microglias se
han descrito en funcion de sus caracteristicas morfologicas y su expresion
antigénica, las cuales pueden actuar como indicadores de diferentes estados
funcionales (Lier et al., 2021). A pesar de que se suelen utilizar las denominaciones
“‘microglia en reposo” y “microglia activada”, se debe tener en cuenta que la
microglia es mucho mas diversa y que puede existir una variedad de estados de
activacion intermedios (Davis et al., 2017), lo que complica el andlisis microglial

desde un punto de vista Unicamente cualitativo. No obstante, la descripcion de la
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morfologia celular sigue siendo util por la estrecha relacion forma-funcién. Por lo
que, para complementar nuestro andlisis morfologico, cuantificamos la
inmunoreactividad de la proteina IBA1, un marcador caracterizado por expresarse
en todos los fenotipos microgliales, pero sobre todo por el aumento en su expresion

durante la activacion microglial.

En el analisis cualitativo de reactividad microglial comparamos la expresion de IBA1
en cerebros de ratones hembra y macho del modelo 3xTgAD y No Tg, para
comprobar el incremento en la expresion del marcador con la progresion de la
patologia, en las areas de subiculo (Figs. 11 a-d y 12 a-d), CAl (Figs. 13 a-d y 14
a-d), y corteza (Figs. 15 a-d y 16 a-d). De manera cualitativa determinamos que a
los 6 meses de edad no existen diferencias entre ratones 3xTgAD y los No Tg, en
ninguna de las tres regiones analizadas. Por el contrario, a partir de los 12 meses
se observo un aumento de IBA1 en funcion de la edad en los ratones del modelo
3XTgAD. A continuacién, evaluamos las alteraciones morfolégicas con respecto al
tamafo, redondez del soma, grosor y longitud de las prolongaciones. Al seleccionar
una microglia representativa por region, comprobamos que a los 6 meses la
morfologia se mantuvo integra, sin cambios asociados con la activacion (Figs.11-16
e). A los 12 meses se encontré qué, las microglias de corteza conservaron una
estructura similar a la anterior. En CA1 se perdio la redondez del soma pero no hubo
cambios de tamafio significativos, en contraste con subiculo, donde las microglias
exhibieron cambios morfolégicos abruptos, como la pérdida de sus ramificaciones y
el excesivo incremento de tamafio (Figura 11 f), lo que se relaciona con la
deposicion del BA. Esta morfologia ameboide se considera fagocitica y se ha
informado que tienen una mayor capacidad de eliminacion del BA, en comparacion
con las células no ameboides (Guillot-Sestier et al., 2021). Cabe resaltar que en el
modelo 3xTgAD, se ha reportado la presencia del BA desde los 6 meses de edad
en subiculo y CAL, en el 80 % de los ratones estudiados. Ademas, a los 12 meses
se localizé BA en todas las regiones del hipocampo, en el 100 % de los ratones
(Belfiore et al., 2019). Sin embargo, a pesar de que el BA puede aparecer desde los
6 meses, fue hasta los 12 meses que hallamos signos de activacién microglial en

subiculo y los primeros indicios en CALl. Por otro lado, en corteza la microglia
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activada se encontr6 hasta los 16 meses, a esta edad todas las muestras celulares
evidenciaron activacion morfologica, sin excepcion. El resumen de la morfologia

microglial se muestra en la Fig. 23 (ANEXO).

El andlisis cuantitativo del modelo 3xTgAD, confirmé el incremento en la expresion
de IBALl en funcién de la edad, tanto en hembras como en machos, en CAl y
corteza, asi como en el subiculo de machos. No obstante, el subiculo de hembras
mostré diferencias significativas en la IntDen de fluorescencia de IBA1 a los 16
meses, con respecto a 6 meses, y no entre 6 y 20 meses, como se esperaba
(Fig.11i). Esto podria ocurrir porque, como se mencionod anteriormente, el subiculo
es una de las primeras regiones que presentan agregados amiloides, lo que
conduce a una respuesta glial temprana y acelera la muerte microglial, por ende, en
esta zona podriamos encontrar un numero reducido de microglias al analizar
ratones que alcanzan los 20 meses. Esto quiere decir que, la disminucién de la
IntDen de fluorescencia a edades avanzadas no necesariamente debe estar
asociada con una cantidad menor de microglias activadas, sino con la muerte

celular.

De manera similar al analisis de microglia, en el estudio de la activacion de
astrocitos comparamos el incremento de la expresion del marcador GFAP con la
progresion de la EA. Nuestros resultados revelaron que tanto en hembras como en
machos, en las secciones de subiculo (Figs.18 a-d y 19 a-d), y CA1 (Figs. 20 a-d y
21 a-d), se produjo un incremento de GFAP en funcion de la edad, que podriamos
asociar con la reactividad celular. En general, las diferentes regiones analizadas
mostraron una morfologia con cambios progresivos, que van desde estructuras finas
y con pocas ramificaciones, a células de mayor tamafio y con un nimero mayor de
extremidades. Recordemos que GFAP forma parte del citoesqueleto y de las
ramificaciones principales, pero no esta presente en toda la ceélula, por lo que el
tamafio y el grado de ramificacién detectados suelen ser limitados en tejido sano
(Guillamén-Vivancos et al., 2015), como se observé en los controles y los ratones
3XTgAD de 6 meses. En cambio, cuando los astrocitos comienzan a responder a

las lesiones del SNC, hay una remodelacion del citoesqueleto que favorece la
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regulacion a la alza de GFAP (Brenner & Messing, 2021), y esta sobreexpresion del
marcador, es lo que nosotros describimos como un incremento de tamafio o
hipertrofia celular, observado principalmente en 16 y 20 meses. Sin embargo,
también podemos encontrar astrocitos como el de la fig. 19 h, que no logran
conservar sus ramificaciones o que son demasiado cortas, debido a un posible
mecanismo de defensa (Escartin et al., 2021), y no como una menor expresion de
GFAP en condiciones normales.

Al cuantificar la IntDen de fluorescencia en astrocitos, confirmamos que en CAl de
hembras y machos, asi como en el subiculo de machos, se lleva a cabo un aumento
progresivo de GFAP, lo que coincide con la descripcion morfologica de activacion.
No obstante, en el subiculo de hembras nos encontramos con la misma
particularidad de microglia. A pesar de que en este caso no se registraron
diferencias estadisticamente significativas (Fig. 18i), podemos observar que la
intensidad de fluorescencia se elevo en gran medida hasta los 16 meses y luego
descendi6 a los 20 meses. Como se menciond anteriormente, esto puede estar
asociado con la presencia constante de BA, que favorece la muerte celular en
edades avanzadas, y no con una disminucion de la reactividad glial. Asimismo,
aunque disminuye la IntDen de fluorescencia, la morfologia celular conserva las
caracteristicas de activacion, como se observa en la Fig. 24 (ANEXO). Por el
contrario, los ratones macho en la regién de subiculo mostraron un aumento
constante de GFAP, pero en menor medida que las hembras, lo que sugiere la
existencia de un factor relacionado con el sexo en la respuesta glial. Ademas, se
debe tener en cuenta que solo pudimos analizar micrografias de tres ratones
distintos y que, para tener una mejor evaluacion estadistica deberiamos de
considerar un mayor nimero de muestras, que permitan controlar un poco mas la
dispersién de nuestros datos, que no nos afecten tanto al momento de comparar los
promedios de nuestras IntDen de fluorescencia y podamos determinar con mayor
precision si existen o no diferencias estadisticamente significativas en esta region.
Asimismo, se debe tener en cuenta que, aunque el incremento en la expresion de
GFAP es una fuerte indicacion de astrocitos reactivos, no es un marcador absoluto

de reactividad (Escartin et al., 2021), por lo que podriamos agregar el uso de otros
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marcadores astrociticos, en combinacion con GFAP, y asi obtener informacion mas

detallada acerca de los estados de activacion,

Algunos estudios han reportado que la EA afecta en mayor medida a las mujeres
tanto en la prevalencia de la enfermedad como en la tasa de progresion de los
sintomas. Aunque se ha sugerido que esto esta relacionado con que la esperanza
de vida en mujeres es de 5.4 afilos mas que en hombres (Riedel et al., 2016; United
Nations, 2022), todavia no esté claro cuales son los mecanismos que subyacen esta
divergencia sexual. Entre las principales causas, se han incluido factores de riesgo
genético, la influencia de las hormonas sexuales, diferencias en la estructura

cerebral y la neuroinflamacién (Fisher et al., 2018).

Hasta ahora, las diferencias en las respuestas neuroinflamatorias dependientes del
sexo, no se han estudiado en gran medida. Por ello, a partir de nuestros datos
obtenidos, efectuamos un andlisis estadistico para evaluar las diferencias con
respecto al sexo. Aqui encontramos que, la IntDen de fluorescencia tanto de IBA1
(Fig. 17a), como de GFAP (Fig. 22a), fue significativamente mayor en hembras que
en machos, a los 16 meses, en la regidén de subiculo. Mientras que, las regiones de
CAly cortezade IBAL (Fig. 17b-c), asi como CA1 de GFAP (Fig. 22b), no mostraron
diferencias estadisticamente significativas entre sexos, a ninguna edad. Sin
embargo, se encontré que en estas regiones, los valores de la IntDen de IBAly
GFAP en 16 y 20 meses estuvieron disminuidos en machos, en comparacion con
las hembras. Si observamos las figuras 17 y 22, podemos observar que, de manera
general, la IntDen de fluorescencia de los machos tiende a crecer constantemente
pero en menor medida que las hembras, excepto por la edad de 12 meses en CA1
para IBAL (Fig. 17b). Lo que sugiere, una progresion mas lenta de la activacion glial
en machos, durante la EA. Los mecanismos moleculares implicados no son claros,
pero se ha sugerido, que la incidencia de la EA es mayor en mujeres debido a la
disminucién acelerada de los niveles de estrogeno durante la menopausia, mientras
gue en hombres la disminucion de testosterona es gradual. Esta disminucion de
hormonas sexuales puede afectar el metabolismo mitocondrial y conducir al

incremento del estrés oxidativo y la liberaciéon de ROS. En consecuencia, se puede
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desencadenar la activacion del inflamasoma NLRP3, que conduce a la produccion
de citocinas proinflamatorias y a la siembra de ASC, favoreciendo la agregacion de
BA (Ennerfelt & Lukens, 2020; Leng & Edison, 2021). Ademas, en microglias del
modelo de raton APP/PS1, se encontrO0 que alteraciones en el metabolismo,
relacionadas estrechamente con la inflamacion, podrian regular a la alza a Cst7 y
en consecuencia suprimir la fagocitosis de BA en hembras. Mientras que, en los
machos no hubo alteracion metabdlica y conservaron su funcion fagocitica, lo que
sugirié una mejor respuesta de las microglias de los machos frente al BA (Guillot-
Sestier et al., 2021). Asimismo, se sabe menos sobre la respuesta inflamatoria
dependiente del sexo en astrocitos, pero en un estudio en el que se evalud la
actividad antiinflamatoria de IGF-1 en cultivos celulares de astrocitos, se encontré
que IGF-1 fue capaz de contrarrestar la activacion inducida por LPS, al disminuir la
expresion de las citocinas IL-1B, IL-6 e IL-10, solo en astrocitos masculinos.
Asimismo, se encontro que IGF-1 modul6 los cambios en la fagocitosis en un estado
de activacion inducido, solamente en astrocitos masculinos, lo que podria reducir
una respuesta exacerbada (Pinto-Benito et al., 2022). Asi que, considerando que el
estrés oxidativo y las ROS generadas por la disminucién de hormonas sexuales
también amplifica la respuesta inflamatoria de los astrocitos (en mayor medida en
hembras), y que ademas, los astrocitos muestran un mejor control de la fagocitosis
durante la activacion, demostramos que nuestros resultados de activacion
morfoldgica en subiculo, asi como los analisis cuantitativos de la inmunoreactividad
de GFAP en machos, coinciden con una respuesta atenuada durante la EA, en
comparacion con la hembras. De igual modo, la comparacion morfolégica microglial
entre hembras y machos, asi como su andlisis estadistico, sugiere que los machos
también presentan una respuesta microglial atenuada. Sin embargo, a pesar de que
los ratones macho responden de una forma mas lenta, en nuestro laboratorio
también hemos encontrado que los ratones macho 3XTgAD suelen morir antes que
las hembras, a pesar de que estas muestren respuestas mucho mas exacerbadas,
lo que nos regresa al problema de si es que la activacién glial es una respuesta

neuroprotectora o neu rotoxica.
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9. CONCLUSIONES.

Esta investigacion ha proporcionado evidencia de la complejidad de las respuestas
gliales que acontecen en la EA. Las microglias y astrocitos son células
multifacéticas que actuan en funcion de la region cerebral, edad, género y patologia.

En el modelo 3xTgAD, encontramos que:

1) Los cambios morfologicos en la microglial de hembras aparecen primero en la
region de subiculo y coincide con la aparicion de agregados amiloides a los 12
meses y no a los 6 meses como otros estudios acerca de este modelo murino.
Luego, la activacién se extiende a otras regiones del hipocampo como CA1 y mas

tarde a corteza;

2) En machos ocurre de la misma manera, pero los cambios morfoldgicos surgen

de forma mas paulatina.

3) Encontramos que en los ratones que sobreviven a los 20 meses de edad,
disminuye la cantidad de microglia y astrocitos en la regioén de subiculo, lo que

puede ser debido a la muerte celular.

4) Confirmamos que los cambios morfolégicos en la microglia tienen lugar antes
gue en la astroglia, al demostrar que las primeras microglias activadas se observan
a los 12 meses, mientras que los astrocitos activados son evidentes hasta los 16

meses.

5) Finalmente, los datos de activacion tanto de microglia como de astrocitos
confirmaron la implicacion de la respuesta glial en la divergencia sexual de la EA,
en la que se observo una progresion mas lenta de la activacion glial en machos, en

comparacioén con las hembras.

Esta investigacion requiere de mayor exploracion, ya que estos resultados sobre la
activacion glial evidencian una importante contribucion en la progresion de la EA,
por lo que la comprensién de los diversos estados de activacién de estas células

podria ayudar a identificar nuevos blancos farmacolégicos.
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10. PERSPECTIVAS.

Estudiar la gliosis reactiva con una combinacion de marcadores
homeostaticos y de activacion, para conseguir una definicion mas detallada
de los estados de activacion.

Estudiar la relacion entre microglia reactiva y astrocitos reactivos en
presencia de péptidos amiloides y ovillos neurofibrilares con el objetivo de

abordar la comunicacion entre estas células durante EA.
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11. ANEXO I.
11.1 Morfologia microglial en ratones 3xTgAD.

Hembras

6 meses 12 meses 16 meses 20 meses

Subiculo

50 pm

50 pm
50 um
50 um

-

CAl

Corteza

Machos

Subiculo

CAl

Corteza

Figura 23. Activacion de microglia en ratones 3xTgAD. Se muestran las tres regiones analizadas, en las que

se observa la progresion de la EA. a) En hembras, encontramos un fenotipo microglial anormal a los 12 m en

subiculo y en CA1, mientras que, en corteza se observa hasta los 16 m. Solo la region de subiculo presenta
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microglia ameboide a los 12m, mientras que en CAl aparece hasta los 20m. b) Se encontraron fenotipos
anormales a partir de 12 m en subiculo, y en CAl y corteza hasta los 16. No obstante, solo se encontré
morfologia ameboide en CA1l a los 20 meses. Al comparar estas micrografias, observamos que la activacion
microglial ocurre primero en la region de subiculo, luego en CA1 y finalmente en corteza, con cambios mas

drasticos en hembras que en machos. Escala: 50 ym.

11.2 Morfologia de astrocitos en ratones 3xTgAD.

Hembras

6 meses 12 meses 16 meses 20 meses

Subiculo

CAl

Machos

Subiculo

CAl

0 m
50 pm

Figura 24. Morfologia de astrocitos reactivos en ratones 3xTgAD. Micrografias en las que se observan los

cambios morfoldgicos relacionados con la activacion de astrocitos, durante la EA. a) Observamos el incremento
de tamafio en astrocitos de 12 m, con respecto a 6 m, en subiculoy CA1l. En 16 y 20 m es evidente la hipertrofia
celular. Segun estas micrografias, la activacion en hembras, ocurre un poco antes en la region de subiculo. b)
En machos, los astrocitos de 6 y 12 m, tanto en subiculo como en CA1 presentan caracteristicas similares que
no se asocian con la activacion. Mientras que, a los 16 m en subiculo, asi como a los 16 y 20 m en CAl
observamos hipertrofia celular. Ademas, se observa la atrofia de las ramificaciones a los 20 m en la region de

subiculo. Escala: 50 pm.
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12. ANEXO Il

Tabla 3. Resultados de la densidad integrada de fluorescencia de IBA1 en cerebros

de ratones hembra y macho del modelo 3XxTgAD (n=3/ por grupo).

IntDen de fluorescencia de IBA1
Hipocampo (Subiculo)

Hembras Machos
92513.774 135639.887
6 meses 104361.05 209433.528
388174.791 841561.674
442191.254 369810.911
12 meses 1418771.903 311011.413
948259.918 1214214.267
3913323.026 440445.831
16 meses 3681814.855 1258201.495
1220601.891 970580.293
1796607.588 886866.86
20 meses 1454639.062 2338584.031
3303963.381 1029352.758

Hipocampo (CA1)
374744.945 1996213.527
6 meses 467477.652 700653.52
427479.245 446501.377
692320.749 1877603.915
12 meses 966645.631 1426098.274
1096718.58 1057235.856
941795.178 1160863.927
16 meses 2048523.97 907229.062
1159140.48 1547437.361
2818873.1 1106206.64
20 meses 1489169.15 2464900.442
5121837.34 1105587.508
Corteza

411970.728 1122801.25
6 meses 395976.041 360830.569
361452.09 857322.811
1716417.42 657641.255
12 meses 707130.254 569956.804
1263644.14 984564.101
2477168.63 971868.359
16 meses 1127762.97 1383701.018
1216776.49 1059696.22
2572346.66 943827.842
20 meses 3184122.07 3092227.47
1293315.81 1157901.417
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Tabla 4. Resultados de la densidad integrada de fluorescencia de GFAP en
cerebros de ratones hembra y macho del modelo 3xTgAD (n=3/ por grupo).

IntDen de fluorescencia de GFAP
Hipocampo (Subiculo)
Hembras Machos
978857.358 335608.403
6 meses 624343.95 519872.285
462976.612 3556757.84
920671.417 1348242.49
12 meses 2844970.58 1637431.08
1529118.36 3576908.28
4649082.52 1069993.49
16 meses 13609628.7 2421380.08
15953838.2 4065802.74
14570903.4 7434247.95
20 meses 3408750.63 1278617.44
2871261.22 2757391.59
Hipocampo (CA1)
649997.657 796442.533
6 meses 896755.168 286182.886
733273.927 1328722.71
929854.857 2189308.39
12 meses 2268122.88 910645.087
1948198.87 1750446.63
1269167.23 1141963.75
16 meses 2909542.88 1821698.24
4473725.94 2842163.66
3867133.49 7321572.54
20 meses 5756211.65 4135691
9581863.07 1633500.54
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