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RESUMEN

La Enfermedad de Alzheimer es una patologia con alta prevalencia a nivel
mundial. Causa una sintomatologia progresiva asociada a la disfuncion neural
y consecuentemente neurodegeneracion. Actualmente, su diagnéstico esta
basado en pruebas que evaltan el deterioro cognitivo, apoyado con estudios
de imagen. Algunas terapias y tratamientos han sido eficientes al ralentizar la
evolucién del Alzheimer, principalmente al emplearse con pacientes en etapa
inicial, previo a un dafio cerebral avanzado. Por lo tanto, un diagnéstico temprano
aumenta la posibilidad de mejorar su calidad de vida. Es por ello, que la busqueda de
biomarcadores especificos para la Enfermedad de Alzheimer en etapa media
o inicial son prioridad en la investigacion biomédica. Una aproximacion, es la
busqueda de herramientas diagndsticas que reflejen alteraciones en el
metabolismo de los neurotransmisores y su impacto en la disfuncién sinaptica.
Principalmente las asociadas a enzimas y transportares de aminoacidos
esenciales para el reciclaje y produccion de neurotransmisores. Recientemente
se ha reportado en pacientes en etapa tardia un aumento en la expresion de
ARNmM del transportador SNAT2. Este transportador es fundamental enel trafico
de aminoacidos precursores de glutamato, entre el espacio extracelular y la
neurona presinaptica. Desajustes en sus niveles de expresion o funcionalidad
repercute en la concentracion de glutamina neuronal, afectando el metabolismo
celular y la sintesis de glutamato, alterando la sinapsis quimica provocando
finalmente la muerte neuronal. Actualmente no se cuentan con suficientes
datos sobre la expresion de SNAT2 en estadios incipientes de Alzheimer. No
obstante, los cambios en sus patrones de expresion podrian correlacionarse
con la evolucién de la enfermedad. Por tal motivo, en este proyecto se plante6
realizar la cuantificacion del ARNm de SNAT2 en el ratdbn 3xTg-AD que
desarrolla el fenotipo de Alzheimer. Se disecciono el hipocampo del modelo
murino y mediante RT-gPCR se realiz6 el analisis de la expresion génica de
SNAT2 en tres edades distintas. Al 1.°" mes donde no hay fenotipo patoldgico,
al 3. mes cuando inician las alteraciones histopatolégicas y al 6. mes cuando
desarrollan cambios conductuales. Los resultados no revelaron cambios
estadisticamente significativos en la expresion de SNAT2, al comparar el
modelo de Alzheimer 3xTg-AD Yy los ratones control de misma edad.

Palabras clave: Enfermedad de Alzheimer, SNAT2, biomarcador, ARNm
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SUMMARY

Alzheimer's Disease is a pathology with high prevalence worldwide. It causes
progressive symptoms associated with neural dysfunction and consequently
neurodegeneration. Currently, its diagnosis is based on tests that evaluate cognitive
impairment, supported by imaging studies. Some therapies and treatments have been
efficient in slowing down the progression of Alzheimer's, mainly when used with
patients in the initial stage, prior to advanced brain damage. Therefore, an early
diagnosis increases the possibility of improving your quality of life. This is why the
search for specific biomarkers for early or mid-stage Alzheimer's disease is a priority
in biomedical research. One approach is the search for diagnostic tools that reflect
alterations in the metabolism of neurotransmitters and their impact on synaptic
dysfunction. Mainly those associated with enzymes and transporters of essential
amino acids for the recycling and production of neurotransmitters. Recently, an
increase in the mMRNA expression of the SNAT2 transporter has been reported in late-
stage patients. This transporter is essential in the trafficking of glutamate precursor
amino acids between the extracellular space and the presynaptic neuron. Imbalances
in their levels of expression or functionality impact the concentration of neuronal
glutamine, affecting cellular metabolism and glutamate synthesis, altering the
chemical synapse, ultimately causing neuronal death. Currently, there are not enough
data on the expression of SNAT2 in early stages of Alzheimer's. However, changes
in their expression patterns could be correlated with the evolution of the disease. For
this reason, in this project we proposed to quantify the SNAT2 mRNA in the 3xTg-AD
mouse that develops the Alzheimer's phenotype. The hippocampus of the murine
model was dissected and the analysis of SNAT2 gene expression at three different
ages was performed using RT-gPCR. At the 1st month where there is no pathological
phenotype, at the 3rd month when histopathological alterations begin and at the 6th
month when behavioral changes develop. The results did not reveal statistically
significant changes in the expression of SNAT2, when comparing the 3xTg-AD
Alzheimer model and control mice of the same age.

Keywords: Alzheimer’s disease, SNAT2, biomarker, mMRNA



1. ANTECEDENTES
1.1. Enfermedad de Alzheimer

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es una afeccion cerebral crénica que conlleva un
deterioro cognitivo irreversible. Este deterioro se manifiesta a través de problemas
en la memoria, la comprension, el lenguaje y el juicio (Dening & Sandilyan, 2015;
Weller & Budson, 2018). Forma parte de las multiples enfermedades que provocan
el sindrome de demencia, destacando sobre las demas por abarcar hasta el 70% de
todos los casos de este sindrome, afectando principalmente a personas de la tercera
edad (Morris, 1996; OMS, 2012).

Dado el estrecho vinculo de la patologia con la edad, los modelos epidemioldgicos
predicen un aumento significativo de la frecuencia de la EA basados en el incremento
en la expectativa de vida de la poblacion mundial, triplicando el nimero de casos
para el afio 2050 (Mendiola-Precoma et al., 2016; United Nations et al., 2019). Esto
generara un elevado costo de atencion hospitalaria, llegando hasta los 1.1 trillones
de dolares solamente para los Estados Unidos de América (Gaugler et al., 2021,
Morris, 1996).

La EA fue descrita por primera vez en 1906 por Aldis Alzheimer, describiendo en su
diario, un conjunto de anormalidades histolégicas cerebrales por microscopia e
integrandolas con manifestaciones conductuales, mismo que aun sigue siendo
trascendental en nuestros dias, por su utilidad como referente diagnéstico, debido a
la exiguas diferencias clinicas y sintomatoldégicas determinantes para la
caracterizacion de la EA hasta nuestro dias (Bondi et al., 2017; Contreras-Pulache,
2014). Debido a que la sintomatologia de la EA se va desarrollando gradualmente,

esta se ha catalogado en 3 etapas (Jack et al., 2018; Lanfranco G et al., 2012):

a) Etapa inicial. El paciente presenta pérdida de orientacién temporal y dificultad
de retener nueva informaciéon, ademas se manifiesta una disminuciéon de la

memoria episddica. Existe deterioro neural en hipocampo inicialmente.

b) Etapa media. El individuo exhibe alteraciones en el dialogo y la comprension

del lenguaje, los dafios cerebrales se extienden a zonas corticales laterales.
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c) Etapa tardia. La facultad del habla esta gravemente disminuida. A partir de
este periodo la capacidad de leer y escribir se ve perjudicada y las actividades
como el vestirse, comer o ir al bafio presentan complicaciones de forma

progresivas. La neurodegeneracion implica practicamente todo el cerebro.

Otra clasificacion de la EA se baso en su etiologia, dividiéndose en 2 tipos (Allegri
et al., 2011). La primera es nombrada como Enfermedad de Alzheimer de aparicién
temprana o familiar (EOAD, por sus siglas en ingles), corresponde al 5% o menos de
los casos totales. Su origen es hereditario y los pacientes presentan mutaciones en
los genes APP, PSEN1 y PSEN2 ubicados en los cromosomas 21, 14 y 1
respectivamente (Mendiola-Precoma et al., 2016).

El segundo tipo es conocido como Enfermedad de Alzheimer de inicio tardio o
esporadico (LOAD, por sus siglas en ingles), corresponde a mas del 95% de los
casos. Su origen se ha atribuido a distintos factores de riesgo como los traumatismos
craneoencefalicos, obesidad, diabetes, enfermedades cardiovasculares vy
alteraciones genéticas somaticas espontaneas de algunas apolipoproteinas que
impactan disminuyendo la funcién cognitiva (Armstrong, 2019; Terrado-Quevedo
et al., 2018). En LOAD, el principal factor de riesgo que se ha descrito asociado al
desarrollo de este tipo de EA, es la edad del paciente (Goldman & Van Deerlin, 2018;
Mayeux & Stern, 2012; Renteria et al., 2020).

Sin importar el tipo de EA que presente el individuo, ya sea EOAD o LOAD, los
pacientes exhiben las mismas alteraciones neuroldgicas, como neuritas distréficas,
hilos de neuropilo y activacién microgial. Aunadas al conjunto de caracteristicas
histopatoldgicas tipicas para EA, como la formacion de placa senil extracelular
desarrollada por el péptido BA y la incidencia de ovillos neurofibrilares conformados

por la proteina pTau (Karlawish et al., 2017; Lane et al., 2018).

Estas afecciones histolégicas no son Unicas para la EA, no obstante, son usadas
como criterios fundamentales para poder dar el diagndstico definitivo a pacientes,
realizando una biopsia cerebral. Aunque es un procedimiento escasamente utilizado

debido al riesgo que conlleva y al modesto beneficio que puede otorgar al individuo



(Eratne et al., 2018). Por lo tanto, el diagndstico se realiza a través del historial clinico
familiar y con estudios de imagen, como la tomografia por emision de positrones o la
resonancia magnética nuclear, mismos que permiten observar alteraciones en la
masa cerebral (Frota et al., 2011). Los médicos, ademas utilizan pruebas tipo test,
gue evaltan el deterioro cognitivo como la memoria y razonamiento. Entre los mas
utilizados encontramos el mini examen del estado mental o el manual de diagnéstico
y estadistico de trastornos mentales (Lopez etal.,, 2018; Monczor, 2005). Sin
embargo, estas pruebas carecen de precision para poder diferenciar entre la EA 'y

otras enfermedades neurodegenerativas.

Otra desventaja de los métodos de evaluacion conductuales y de memoria es que,
al estar basados en la sintomatologia, el paciente ya cursa con neurodegeneracion
asociada a una etapa media o tardia de la EA, teniendo signos de detrimento fisico
o mental, disminuyendo la efectividad del tratamiento que busca ralentizar la
evolucion de los sintomas (McKhann et al., 2011; Scheltens et al., 2021). Por lo que
una limitante que afronta la medicina moderna, es la falta de pruebas de laboratorio
0 de gabinete que ayuden a dar un dictamen de la enfermedad previo al dafo
cerebral (Atri, 2019).

Los avances en la tecnologia y la investigacion han tratado de mitigar estas
problematicas. Una aproximacion es el descubrimiento de biomarcadores (Allinson,
2018). Se han identificado mas de 50 genes o loci involucrados con la EA, entre los
mas estudiados encontramos al BIN1, CLU, ABCA7, CR1 Yy el alelo E4 del gen ApoE
(Lashley et al., 2018). La presencia de estas variantes genéticas aumenta el riesgo
de desarrollar EA o puede influir en la edad en la que se manifiesta los sintomas de

la patologia (Bagnoli et al., 2014; Robinson et al., 2017).

Otros marcadores no genéticos utilizados para el diagnostico de la EA son el péptido
Beta-Amiloide (BA) de 40y 42 aa junto con la relacién de la proteina Tau total y pTau
en el residuo de treonina 181. Todos estos marcadores cuantificados a partir de

liquido cefalorraquideo (Mendez et al., 2019).

1.2. Péptido Beta Amiloide



El péptido beta amiloide, se origina a partir de la proteina precursora amiloide (PPA),
misma que es sintetizada partiendo de la expresion del gen APP, ubicado en el
cromosoma 21 en el brazo largo region 21.3 (21g21.3), este gen contiene 18 exones
(Guo et al., 2021). Debido al corte y empalme que sufre el ARNm que codifica para
la PPA, se conocen hasta 11 isoformas proteicas diferentes. Su longitud varia desde
los 305 hasta los 770 aa. Entre las isoformas mas estudiadas encontramos las de
751 y 770 aa, que se expresan en las células gliales y la isoforma PPA 695 que
predomina en las neuronas (Wilkins & Swerdlow, 2017).

A pesar de que se ha estudiado por muchos afos el rol fisiolégico que puede tener
la PPA, aun carecemos de informacion precisa que describa su funcién. Actualmente
se conoce que una alteracion en su expresion durante la sinaptogénesis posnatal

perjudica la plasticidad sinaptica y basal (Corbett & Hooper, 2018; Shen et al., 2018).

La proteina PPA se sintetiza en el reticulo endoplasmico, posteriormente sufre un
proceso de glicosilacion en el aparato de Golgi, para finalmente translocarse a la
membrana citoplasmatica, expresando un dominio N-terminal extracelular, una
region transmembranal y un dominio C-terminal intracelular. PPA requiere un
procesamiento de incision para su reciclaje y este es dependiente de la via
metabodlica que se active, pudiendo efectuar un metabolismo amiloidogénico
(patolégico) o no amiloidogénico (fisiologico) (Sureda, 2014). En un metabolismo no
amiloidogénico representado en la seccion derecha de la Figura 1, se genera un corte
en la PPA muy pegado a la membrana realizado por la a-secretasa, que escinde un
fragmento extracelular soluble conocido como sAPPa. Posteriormente la y-secretasa
corta en la region transmembranal residual de la PPA generando un péptido conocido
como p3y dejando un dominio intracelular unido a membrana, denominado C83. Las
tres fracciones producidas de la proteina son de facil metabolismo y eliminacion
(Lanau et al., 2005; Sureda, 2014).

El proceso amiloidogénico que se representa en la seccion izquierda de la Figura 1,
la B-secretasa realiza el corte en la PPA, liberando un fragmento amino-terminal mas
corto, conocido como sAPPf soluble. El segmento residual es escindido por la y-

secretasa, generando un fragmento en la membrana conocido como C99, ademas
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de un péptido anomalo de dificil eliminacion nombrado BA. La longitud de este
péptido varia de entre 39 a 43 aa. Debido a su baja solubilidad y alta capacidad de
agregacion, este fragmento, es el responsable de la formacion de las placas seniles
caracteristicas en la EA (Serrano, 2016; Sureda, 2014; R. Zhou et al., 2020).

Espacio extracelular
Ruta amiloidogénica | Ruta no amiloidogénica

I
SAPPB - SARRE p3
. Py

a-secretasa y-secretasa

&)
&5

B-secretasa

M
y-secretasa

L cs3

C0o0

I
Citosol

Figura 1. Vias metabdlicas de la PPA. Representacion de las dos rutas de
metabolizacién de PPA. Via no amiloidogénica (fisiologica), en donde todos
los fragmentos generados son eliminados. Y la via amiloidogénica
(patoldgica), que produce el péptido BA, responsable de la formacion de la
placa senil. No se representan las distintas longitudes que puede tener el
péptido BA (39 - 43 aa).

La B-secretasa es una enzima proteolitica cuya actividad esta mediada por 2 residuos
de acido aspartico en su sitio activo (Koelsch, 2017). Las diferencias en la longitud
de los péptidos BA originados en la via amiloidogénica se da gracias a los cortes
intramembranales generados por la y-secretasa, conformada por las proteinas
nicastrina, presenilina 1 (PS1) y presenilina 2 (PS2) (Estrada Rodriguez & Zomosa
Signoret, 2017). La PS1 y PS2 proporcionan el sitio catalitico a la enzima,

escindiendo la PPA de forma méas comuln en el residuo de valina ubicada en la



posicién 40 o de alanina en la 42, generando las conformaciones peptidicas BA40 y
BA42 respectivamente (Kirkitadze & Kowalska, 2005).

Los fragmentos del péptido BA, la BA40 y BA42 prevalecen en la formacion de las
placas seniles, siendo el de 42 aa el de mayor capacidad de agregacion debido a la
isoleucina y valina extra que presenta, concediéndole mas hidrofobicidad vy
capacidad de oligomerizacion (Sureda, 2014). Si bien el péptido BA43 se considera
el méas perjudicial por contener una region hidréfoba mayor en la zona central, ya que
se relaciona con un aumento de la insolubilidad. Proporcionalmente, la cantidad
producida de este péptido, es mucho menor que los BA40 y BA42 (Arbor et al., 2016;
Carvajal, 2016). Aunque aun no se comprende el rol exacto que pueden tener los
péptidos BA, en individuos sanos, su eliminacion se realiza antes de generar los
conglomerados extracelulares. Por lo que el balance entre la produccion y

eliminaciéon es fundamental (Behl et al., 2020).

Si bien es cierto que los agregados BA por si solos no generan toxicidad en el
cerebro, se ha reportado que los oligdmeros formados de estos péptidos, presentan
cierta afinidad de interaccion con distintos receptores ubicados en la membrana
neuronal, como al N-metil-D-aspartato (NMDA), comprometiendo la neuroplasticidad
(R. Zhou et al., 2020). Asimismo, se ha observado una correlacién entre el aumento
del péptido BA con una disminucion de la concentracidbn proteica de los
transportadores de glutamato vesiculares (vGLUT), induciendo una desregulacion de
los niveles de Glu, alterando la sinapsis (J. Zhou et al., 2021). Aunado a esto, la
hipétesis de la cascada amiloide sugiere que los altos niveles del péptido BA resultan
en la formacion de placas seniles, sobreactivacion microglial y de quinasas que
causan fosforilaciones excesivas en Tau. Lo que lleva a la acumulacién progresiva
intracelular de Tau formando ovillos neurofibrilares, provocando la muerte neuronal
y pérdida de materia gris en el hipocampo. Como resultado, se produce una
disminucién del metabolismo de glucosa, déficit de memoria y finalmente demencia.
(Barage & Sonawane, 2015; Panza et al., 2019).



1.3. Proteina Tau

La proteina Tau fue descubierta por Weingarten y colaboradores en 1975, se
clasifica dentro de la familia de las proteinas asociadas a microtubulo (Pirscoveanu
et al.,, 2017). Su actividad esta involucrada con la estabilidad de los microtabulos
dentro de las células eucariotas, incluyendo las neuronas. El microtdbulo, es una
estructura intracelular, perteneciente a la red de polimeros que componen el
citoesqueleto, esta compuesto por heterodimeros de tubulina a 'y B. Tiene capacidad
para ensamblarse y desensamblarse en respuesta a cascadas de sefalizacion,
permitiendo la reorganizacion del citoesqueleto de acuerdo a los requerimientos
estructurales de la célula. Por lo que Tau en conjunto con las proteinas Map2 y Map4
entre otras, interactian con la estructura microtubular, generando estabilidad y
permitiendo su funcion estructural y en el trafico vesicular (Goodson & Jonasson,
2018). ElI microtubulo es esencial en procesos celulares como: la mitosis, el
transporte axonico y la conduccion de sefiales intracelulares, asi como el crecimiento

axonal y dendritico (Bodakuntla et al., 2019; Venkatramani & Panda, 2019).

El gen MAPT expresa a la proteina Tau, esta ubicado en el cromosoma 1721
(Caillet-Boudin et al., 2015). El transcrito primario de ARNm contiene 16 exones. El
exon -1 funciona como promotor, los exones 1, 4, 5, 7, 9, 11, 12 y 13, que son
expresados de forma continua, los exones 4A, 6 y 8 no son expresados en el cerebro
humano, mientras que el corte y empalme de los exones 2, 3y 10 dan lugar a las 6
isoformas diferentes conocidas de Tau (Gao et al., 2018; Wegmann et al., 2021). Las
secuencias de estas 6 isoformas contienen de 352 hasta 441 aa, originadas por: la
expresion contigua del exén 2 y 3, la eliminacién del exén 3 o de ambos exones por
el corte y empalme. Mientras que, el exén 10, encargado de codificar uno de los 4
dominios de union a microtubulo, conocidos como R1-R4, puede eliminarse por corte
y empalme o expresarse generando especificamente el dominio R2 de 31 aa
(Andorfer et al., 2003).
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En la Figura 2 se esquematizan las isoformas de Tau y los cuatro dominios proteicos
generales de dicha proteina. La regién N-terminal es representada en negro, la
region C-terminal mostrada en rojo al final de Tau, una region rica en prolina de gran
longitud ubicada en la parte central representada en verde y los 4 dominios de union
a microtubulo R1, R2, R3 y R4 exhibidos en color rosa (Martin et al., 2013). Ademas,
se simbolizan las regiones codificadas por el exén 2 y 3 en color azul y amarillo
respectivamente. El dominio R2 codificado por el exén 10 es circulado en amarillo.

Exones Exon 10

'O ) e DR B
'O () Coonerons) @MeEE @
0BG e s B

O Covicepon) @R @R @

1 381

'O (Regonro ERE @

Figura 2. Isoformas de la proteina Tau. Representacion de las posibles

isoformas de Tau. La de mayor longitud y menor longitud ocupan 441 aa y 352
aa respectivamente. Las isoformas se dan por la expresion conjunta del exén

2,3y 10, o la eliminacion por corte y empalme de uno, dos o todos los exones.

La funcionalidad de Tau es dependiente de la fosforilacion y desfosforilacion por
guinasas y fosfatasas. Esto modera sus cambios conformacionales haciéndola
susceptible de unién al microtubulo, estabilizando la polimerizacion de tubulina ay
otorgando en consecuencia, la funcionalidad y estabilidad del microtibulo. Un
desequilibrio en su regulaciéon postraduccional puede provocar que la proteina Tau
sufra fosforilaciones excesivas en su estructura, cambiando su configuracion
tridimensional, ocasionando pérdida de su funcion y separacion del microtubulo,

propiciandole a este, inestabilidad seguida de su despolimerizacion. A Tau
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hiperfosforilada se le conoce como pTau, capaz de conglomerarse en el citosol
formando depdsitos proteicos intraneuronales y posteriormente los ovillos
neurofibrilares que causan neurodegeneracion en la EA (Crowe etal.,, 2020;
Mandelkow & Mandelkow, 2012; Rosler et al., 2019).

Hasta el momento, se han reportado 85 sitios de fosforilaciéon en Tau que pueden
desembocar en la formacion de pTau. Entre estos, 45 residuos corresponden a
serina, 35 a treonina y 5 a tirosina, mismos que se representan en la Figura 3
(Arastoo et al., 2020). Interesantemente, los sitios Thr231, Ser235 y Ser262
fosforilados y circulados en rojo en la Figura 3, son los méas estudiados, ya que se ha
reportado una disminucion de la afinidad de union de Tau al microtibulo en un 26, 9
y 33 % respectivamente. Ademas, se ha descrito que las fosforilacién simultanea de
los residuos Ser202/Thr205 y/o Thr231/Ser235 limitan la union de Tau a tubulina, por
lo que su determinacion es usada como biomarcadores en el diagnéstico de la EA
(Rani et al., 2020; Wang & Mandelkow, 2016).
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Figura 3. Posibles sitios de fosforilacion de Tau. Se esquematiza la proteina Tau
con sus dominios proteicos y los 85 residuos de aa susceptibles de fosforilacion
descritos hasta el momento. Los sitios circulados en rojo (Thr231, Ser235 y
Ser262) han sido asociados a una disminucién de la afinidad de Tau con el

microtubulo. Imagen modificada de Arastoo et al., 2020.

La desestabilizacion de los microtibulos causada por la hiperfosforilacion en Tau,

propicia la disminucién de las rutas de transito intracelular, para el desplazamiento
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de vesiculas citoplasméticas, promoviendo un decremento en la translocacion de
transportadores de aa hacia la membrana citoplasmética de la neurona. Lo que
predispone a una alteracion de las concentraciones de los neurotransmisores y sus
precursores, tanto dentro como fuera de la célula (Parato & Bartolini, 2021).
Asociando los cambios en la concentracion de aminoacidos reportados
extracelularmente en etapas iniciales de la EA, en particular el aumento de Glu, en

el microambiente sinaptico (Gudimchuk & Mclintosh, 2021; Siano et al., 2019).
1.4. Transportadores de aminoacidos

Los aa son esenciales para mantener la homeostasis y supervivencia celular.
Participan en la produccion de energia, la sintesis de proteinas, ademas de regular
el volumen, crecimiento y metabolismo celular. No obstante, es necesario que los aa
sean desplazados dentro de la célula para poder ejercer estas funciones. Esta
movilizacion se da gracias a los transportadores de aa (Escuer, 2004).

Los transportadores de aa se definen como proteinas integrales de membrana
ancladas a la bicapa lipidica, responsables del trafico de aa hacia dentro o fuera de
la célula o entre el citosol y organelos (Javed & Fairweather, 2019). Estos pueden
localizarse en la membrana plasmatica, el aparato de Golgi, en las vesiculas y la
mitocondria. La capacidad para movilizar aa le permiten a los transportadores regular
distintas funciones celulares, desde el equilibrio &cido-base, las reacciones
anabdlicas y catabdlicas, el metabolismo energético y el reciclaje de

neurotransmisores (Kandasamy et al., 2018).

Existe una gran diversidad de transportadores de aa repartidos en todo el organismo.
Inicialmente se clasificaron con base a la cinética de transporte que presentaban,
separandose en uniporte, simporte y antiporte. Actualmente la clasificacion mas
utilizada esta basada en las similitudes entre las secuencias genéticas que los
codifican, agrupando a estas proteinas en grandes superfamilias (Choudhuri &
Chanderbhan, 2016). En el humano las 2 superfamilias mas estudiadas debido a la
participacion que tienen en diversos procesos metabodlicos son: los transportadores

“"ABC", definidos como proteinas de transporte dependientes de la hidrolisis de ATP
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y los transportadores "SLC", categorizados como proteinas de transporte facilitado y

transportadores activos secundarios acoplados a iones (Cholkar et al., 2013).
1.5. Superfamilia SLC

La superfamilia de transportadores de solutos conocidos por sus siglas en inglés
como SLC, engloban hasta 458 miembros, organizados en 65 subfamilias distintas,
lo que los posiciona como la segunda superfamilia mas grande de proteinas
transportadoras ubicados en membrana (Pizzagalli et al., 2021).

Los miembros SLC usan diversos mecanismos para mediar el movimiento de
compuestos a través de la membrana. Pueden emplear un transporte activo
secundario, actuar como canales ionicos, formar heterodimeros capaces de
transportar solutos o usar el transporte facilitado aprovechando el gradiente
electroquimico de iones y sustratos (Colas et al., 2016). Los transportadores SLC son
capaces de acarrear una gran diversidad de elementos esenciales para las neuronas,
como iones inorganicos, aa, azucares, acidos grasos y neurotransmisores. Se
expresa una extensa cantidad y tipologia de transportadores en la célula, su
localizacion también es muy variable, aunque predominan sobre todo en la

membrana plasmatica (Fredriksson et al., 2008).

Otra clasificacion de la superfamilia SLC es con base a su filogenia, separando a los
transportadores en 4 grupos: a, B, y y 6. Dentro del grupo 8 encontramos a las
subfamilias SLC36A, SLC32A y SLC38A (Fredriksson et al., 2008). Diverso grupos
de investigacion, han centrado su estudio a la familia SLC38A, debido a que son
proteinas altamente reguladas y sus alteraciones se han asociado con distintas

patologias neurolégicas (Choudhuri & Chanderbhan, 2016).
1.6. Transportadores SLC38A

La familia SLC38A, es integrada por transportadores de aa neutros acoplados a
sodio, también conocidos por el acronimo SNAT por sus siglas en ingles. Esta familia
esta constituida por 11 miembros (Pizzagalli et al., 2021), 7 de los cuales han sido
caracterizados funcionalmente y se han subclasificado en 2 tipos, con base a su

mecanismo de transporte. El sistema A, que esta constituido por SNAT1, SNAT2,
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SNAT4 y SNATS, quienes presentan una alta afinidad para transportar prolina,
serina, alanina y glutamina. Utilizan una cinética de transporte simporte, desplazando
un cation de sodio junto con el aa en la misma direccion. Por otra parte, el sistema
N, conformado por SNAT3, SNAT5 y SNAT7, estos transportadores muestran
preferencia por glutamina, alanina, histidina y aspargina. La cinética de transporte
que emplean es antiporte, movilizando el aa a la par con un catién sédico en la misma
direccion e intercambiando un ion de hidrogeno en direcciébn contraria. Los
transportadores SNAT6, SNAT9, SNAT10 y SNAT11 no se han asignado a un
sistema, pues auln se desconoce la cinética de transporte que llevan a cabo, por lo
gue se les denomina transportadores huérfanos. Esta informacion se resume en la
Tabla 1, en donde se muestran los 11 miembros de los SNAT, el sistema al que
pertenecen, su cinética de transporte, sitio de expresion y el gen encargado de
codificar a la proteina transportadora (Broer, 2014; Chiu et al., 2020; Hagglund et al.,
2015; Leke & Schousboe, 2016).

Los transportadores SNAT1 y SNAT2 desempefian un papel critico en el cerebro,
participan en el reciclaje de la glutamina (GIn), precursor del glutamato Glu, el
neurotransmisor excitatorio mas importante en el cerebro, lo que los posiciona como
dos transportadores fundamentales en la regulacién de la sinapsis neuronal (Xie
et al., 2014; Yoneda et al., 2020).
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Tablal. Transportadores SNAT (SLC38A)

_ Cinética de L
Transportador Gen Sistema Localizacion
transporte
SNAT1 SIc38al A Simporte Ubicuo
SNAT2 Slc38a2 A Simporte Ubicuo
SNAT3 Slc38a3 N Uniporte Cerebro, higado, pancreas
SNAT4 Slc38a4 A Simporte Placenta
_ Pulmon, cerebro, intestino,
SNATS Slc38a5 N Uniporte .
rifién
SNAT6 Slc38a6 - - Pulmoén, musculo
SNAT7 SIc38a7 N Uniporte Ubicuo
SNATS SIc38a8 A Simporte Cerebro, testiculos
Paratiroide, testiculos,
SNAT9 Slc38a9 - -
adrenal
SNAT10 Slc38a10 - - Ubicuo
SNAT11 Slc38all - - Médula, ojo, bazo
1.7. SNAT2

El transportador SNAT?2 es expresado por el gen Slc38a2 ubicado en el cromosoma
15. Consta de 15 intrones y 16 exones, teniendo su codon de inicio en el exén 2 y el
de parada en el exdn 16, codificando una proteina de 504 aa (Menchini & Chaudhry,
2019; Schitth et al., 2013). Este transportador estd conformado por 11 dominios
transmembranales, ubicando la region N-terminal en citosol y la region C-terminal de
forma extracelular, su estructura se esquematiza en la Figura 4. Asimismo, se han
identificado 3 sitios de glicosilacion Asn?®4, Asn?® y Asn?’? asociadas a la

translocacion de la proteina hacia la membrana citoplasmatica (Ge et al., 2018),
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estos aa se resaltan en la Figura 4, en color verde. Ademas, se han descrito 2
residuos de cistina (Cys?*y Cys?’9) que forman un puente disulfuro en el tercer bucle
extracelular y otros 2 (Cys??® y Cys3%) situadas en el dominio 5 transmembranal.
Estos residuos son altamente conservados y le otorgan a la proteina su estabilidad
estructural y funcional (C. Chen et al., 2016). Aunado a esto, los residuos Asn® y
Thr384 ubicados en las regiones transmembranales 1 y 7 respectivamente,
determinan la afinidad de union al cation sédico para que SNAT2 sea funcional.
Mientras que en color violeta se representan los residuos de lisina que se han
asociado al proceso de ubiquitinacion para la degradacion de la proteina (Menchini
& Chaudhry, 2019).

C-terminal

Citosol N-terminal

Lys Lys

s e
Figura 4. Estructura topologica del transportador SNAT2. Se esquematizan los
11 dominios transmembranales, los residuos de aspargina glicosilados en las
posiciones 254, 258 y 272, asi como los residuos altamente conservados de
cistina en 245, 279, 228 y 303. Aspargina y treonina en posicion 82 y 384
respectivamente asociados a la unién al sodio. Lisinas intracelulares en morado
asociadas a la ubiquitinizacion para degradacion (Imagen modificada de
Menchini & Chaudhry, 2019).

El transportador SNAT2 esta altamente regulado por estimulos intra y extracelulares
a un nivel transcripcional y traduccional (Hundal & Taylor, 2009). Cuando se presenta

un estrés osmotico por la pérdida de volumen celular, esto conlleva a un aumento de
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la expresion de ARNm de SNAT2 seguido de su traduccion a proteina y movilizacién
hacia la membrana citosdlica. Esto incrementa la captacion de aa, contribuyendo a
la respuesta osmoadaptativa de la célula, promoviendo su homeostasis (Krokowski
et al., 2017). Otra caracteristica de esta proteina, es su capacidad de respuesta ante
la disponibilidad de aa. En condiciones de inanicion, el exceso de ARNt no cargados
provocan la activacion de la quinasa GCN2 que fosforila al factor iniciador de la
traduccion elF2a, provocando el bloqueo de la sintesis de proteinas cap-
dependientes. Esto promueve a su vez el aumento del factor ATF4, que al asociarse
a los elementos de respuesta CAAT y AARE localizadas en el intron 1 de SLC38A2,
aumentan su expresion génica. Posteriormente la desfoforilacion del factor elF2a
permiten la traduccion del ARNm de SNAT?2 sintetizado, formando la proteina que
sera translocada hacia la membrana, generando la movilizacion de aa hacia el
interior de la célula, aminorando los ARNt no cargados (Menchini & Chaudhry, 2019;
Nardi et al., 2015).

Una caracteristica importante de SNAT2 reportada por Grewal y colaboradores, fue
através de la deprivacion de aa esenciales, esta modificacion del entorno no alteraba
la expresion de SNAT1, pero si aumentaba la expresion de novo de SNAT2, al
encontrar un alza del factor ATF4. Estos datos se obtuvieron a partir de cultivos
neuronales de raton, en donde interesantemente, la actividad neuronal espontanea
no se veia afectada cuando se acrecentaba la expresion de SNAT2 por la privacion
de aa. Sin embargo, al administrar Gin al cultivo, en condiciones basales, disminuian
la sintesis de SNAT2 y la actividad neuronal aumentaba considerablemente. Lo que
nos lleva a interpretar que tanto la concentracién de aa asociados al sistema A como
la expresion de SNAT2 repercute directamente en la actividad sinaptica (Grewal
et al.,, 2009). Asimismo, la evidencia cientifica propone que la regulacion de la
expresion de SNAT2 se ve modificada ante multiples hormonas, como insulina,
glucagon, estradiol, cortisol, entre otras (Kashiwagi et al., 2009; Velazquez-Villegas
et al., 2014; Winther-Sgrensen et al., 2020). No obstante, aun se desconocen a
detalle algunos de los mecanismos involucrados en estos procesos. Ademas se ha

descrito que SNAT?2 funciona de forma sincrénica acoplada a canales de K* y Na*en
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conjunto con otros transportadores ubicados en la membrana (Hundal & Taylor,
2009; Liu et al., 2013), lo que plantea la existencia de una regulacion coordinada
entre varios transportadores en las regiones en donde esta expresado SNAT2,
sugiriendo una red compleja de interacciones que permiten la eficiente captacién y
transporte de aa, contribuyendo a la homeostasis y el funcionamiento celular.

La regulacion funcional de SNAT2, denota su importancia, principalmente ante
condiciones de estrés celular y en la sinapsis quimica. Su participacién en la
movilizacién de aa implicados en el metabolismo es esencial para mantener la
homeostasis del microambiente (Hoffmann etal., 2018). La funcion de SNAT2
asociada a la internalizacién de GIn ha sido ampliamente estudiada, ya que este aa
participa en multiples funciones celulares como: la sintesis de proteinas, nucleotidos
y otros aa, el mantenimiento del equilibrio acido-base, ademas de actuar como
donador de carbonos para la generacion de energia (Pochini et al., 2014; Yoo et al.,
2020). Particularmente, en las neuronas, la internalizacion regulada de Gln asegura
la biosintesis de Glu o acido gamma-amino butirico (Das et al., 2022; Gonzalez-
Gonzalez et al., 2005), neurotransmisores excitatorios e inhibitorios por excelencia
respectivamente, esenciales en diferentes tipos de sinapsis (Hamdani et al., 2021,
Qureshi et al., 2019). El trafico de GIn y Glu entre neuronas y astrocitos se lleva a

cabo a través del Ciclo Glu-GIn.
1.8. Ciclo Glutamato-Glutamina

El Ciclo Glu-GIn (CGG) se considera un mecanismo de proteccion neuronal
preventivo contra la excitotoxicidad mediada por Glu, ya que realiza un eficiente
reciclaje de Glu y GIn en el cerebro. Este proceso es fundamental en el organismo

para mantener la homeostasis en el sistema nervioso (Eid et al., 2016).

Durante la sinapsis glutamatérgica, la liberacion de Glu desde la neurona
presingptica al espacio extracelular aumenta la concentracion de este
neurotransmisor a rangos mM en la hendidura sinaptica. En la Figura 5, el Glu,
representado en color rojo, es liberado durante la sinapsis, (A) e internalizado al

astrocito por medio de los transportadores de glutamato de alta afinidad 1 (EAAT1)
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y 2 (EAAT?2). En el citoplasma del astrocito el Glu es convertido a Gln por medio de
la enzima glutamina sintetasa (GS), para posteriormente desplazarse al espacio
extracelular (B) mediante los transportadores SNAT3 o SNATS5 junto con un cation
sédico intercambiado por un ion hidrogeno. A través de los transportadores SNAT1
o0 SNAT2 (C), la GIn liberada por el astrocito es internalizada a la neurona
presingptica mediante un cotransporte con un cation de Na*. Ya en la neurona
presinaptica, por accion de la glutaminasa dependiente de fosfato (PAG) la GIn es
convertida a Glu. A partir de aqui el Glu dentro de la neurona puede ser utilizado
como sustrato para el ciclo de Krebs o recapturarse en vesiculas (D) por medio de
los VGLUT ubicados en vesiculas citosélicas, para posteriormente ser liberado al
espacio sinaptico, iniciando nuevamente el ciclo. El Glu como neurotransmisor, en el

espacio sinaptico interactia con los receptores AMPA, NMDA o kainato ubicados en
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Figura 5. Esquematizacion del Ciclo Glutamato-Glutamina. La internalizacién de
Glu al astrocito por EAAT1 o0 EAAT2 (A), la conversion de Glu a Gln porla GSy su
exportacion extracelular por el SNAT3/5 (B), su ingreso a la neurona pre-sinaptica
por SNAT1/2 (C), la sintesis a Glu por la PAG y su vesicularizacion por los vGLUT
(D) para su liberacion generando sinapsis, a través de los receptores ubicados en

la neurona pre-sinaptica (E).
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la neurona postsingptica (E), desencadenando cascadas de sefalizacion
relacionadas con la neuroplasticidad y el aprendizaje (Hayashi, 2018; R. Zhou et al.,
2020).

Un exceso de Glu en el espacio sinaptico provoca excitotoxicidad debido a la
sobreactivacion de sus receptores, alterando la comunicacion neuronal provocando
finalmente neurodegeneracion (Lau & Tymianski, 2010). Si bien, se conoce la
capacidad del tejido cerebral para sintetizar, acumular y liberar neurotransmisores,
es sumamente importante regular la concentracion del Glu extracelular a niveles
fisiologicos, ya sea por la sintesis y funcionalidad de PAG y GS o por la modulacion
de las proteinas transportadoras presentes en la membrana (Danbolt, 2001). Por lo
tanto, los transportadores de aa son fundamentales para regular los niveles de este
neurotransmisor, manteniendo la correcta funcionalidad del CGG reciclando el

exceso de Glu evitando la neurocitotoxicidad (Leke & Schousboe, 2016).
1.9. Trastornos del CGG

La coordinacion entre transportadores y enzimas para el mantenimiento de las
concentraciones de Glu y GIn en la sinapsis tripartita, han hecho que todas las
moléculas que intervienen en CGG sean objeto de investigacion en neuropatologias.
Por ejemplo, Patel y colaboradores en el 2019 realizaron un estudio transcriptomico
en pacientes asintomaticos y no asintomaticos con EA (diagnosticados postmortem),
reportando un aumento en la expresion génica de SNAT2 en comparacion con los
sujetos control en una edad avanzada (Patel et al., 2019). Aunque hay grandes
esfuerzos por estudiar la evolucién de la EA, son complejas las aproximaciones
metodolégicas para su investigacion en humanos. En su mayoria, reflejan los
trastornos en estadios avanzados o en el mejor de los casos, cuando el paciente
comienza a tener signos de dafo cerebral, careciendo de informacién en una etapa
incipiente. Por tal motivo y con la intencion de poder estudiar todas las etapas de la
enfermedad y su progresion, se han disefiado aproximaciones metodologicas como
los modelos animales genéticamente modificados, que han sido alterados en genes
relacionados con los principales marcadores histolégicos de las enfermedades

observadas en humanos (Navabpour et al., 2020).
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Estos modelos han permitido generar datos que permiten integrar y contextualizar
cambios bioquimicos y metabodlicos en distintas etapas de la enfermedad y su
progresion. Por ejemplo, Pajarillo y colaboradores en el 2019 asociaron una
disminucion de la expresion del transportador de Glu, GLT-1 (homélogo al EAAT2 de
humanos) con una aceleracién del deterioro cognitivo en ratones APPsw,ind de EA,
mientras que su sobreexpresion atenuaba este deterioro, sugiriendo que EAAT2
juega un papel critico en la funcion cognitiva y la neuroproteccion (Pajarillo et al.,
2019; Takahashi et al., 2015). Por otro lado, en nuestro laboratorio, Villasefior evaluo
la expresion proteica del transportador SNAT2 en el modelo de raton transgénico
3XTgAD, a través del andlisis inmunohistoquimico de distintas regiones
hipocampales en ratones jovenes de entre 30 y 45 dias posnatales. Observando una
disminucién de la expresion proteica del SNAT2 en casi todas las regiones del
hipocampo al compararlas con ratones control (datos no publicados). Esto podria
asociar a la funcion de este transportador y su papel en el trafico de aa, con
alteraciones en la concentracion de neurotransmisores, Yy el propio metabolismo
neuronal, predisponiendo su muerte (Nunzi et al., 2003). El contar con el modelo
murino transgénico 3xTg-AD, es una excelente alternativa para evaluar las
variaciones del transportador SNAT2, ya que este animal, se ha caracterizado
profusamente desde la perspectiva histologica y conductual, estableciendo patrones

muy similares a la EA.
1.10.Ratones 3xTg-AD

El uso de modelos animales configura una practica histérica en investigacion. Un
animal de experimentacion se define como todo ser vivo no humano dentro del reino
animal usado para la experimentacion con fines cientificos (Neff, 2018). El uso de
animales de laboratorio actualmente estd regido por distintas leyes, normas y
consideraciones éticas. Apegandonos a estos aspectos normativos, el investigador
analiza la idoneidad de cada modelo, calcula el nimero de animales experimentales
con base a un analisis bioestadistico y prioriza la atencién en el cuidado animal
evitando el sufrimiento, ademas de considerar los aspectos de bioseguridad en la

disposicion de cadaveres y RPBI (Romero-Fernandez et al., 2016).
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La idoneidad en la eleccién del modelo animal para el estudio de patologias
degenerativas como la EA estd determinada por el conocimiento bioldgico,
anatomico, metabdlico y electrofisiolégico del animal (Havekes & Abel, 2009; Vink,
2018). Algunos de los modelos de estudio mas utilizados, son los roedores,
principalmente las ratas y ratones, ya que estdn muy bien estandarizadas las
técnicas de ingenieria genética en estos modelos. Esto se ha aceptado, con el
objetivo de desarrollar animales transgénicos que presenten fenotipos de
enfermedades cuya evaluacion requiere un analisis integral sistémico. Existen varios
modelos de ratones modificados genéticamente que tratan de simular el fenotipo de
la EA, por ejemplo, los roedores de la linea APP23 y Tg2576, que expresan la PPA
humana modificada, generando péptidos BA, con la intencidén de inducir la formacion
de la placa senil. Como resultado de su caracterizacion, se ha reportado que estos
ratones muestran una peérdida significativa de neuronas del hipocampo (Inés et al.,
2015). Los ratones identificados como JNPL3 expresan la proteina Tau humana
mutada (P301L) propiciando la formacion de depdsitos intracelulares de pTau,
causando degeneracion tisular y desencadenando la aparicion de los ovillos
neurofibrilares (Manzano et al., 2009). El modelo murino 3xTg-AD a diferencia de los
otros modelos, expone en conjunto las anormalidades en pTau y PBA.
Interesantemente aunado a los reportes histopatoldgicos, desarrollan alteraciones
conductuales progresivas. Por tal motivo, los ratones 3xTg-AD son de gran interés

para el estudio de esta enfermedad (Belfiore et al., 2019; Y. Chen et al., 2013).

La generacion del modelo 3xTg-AD surgi6 a partir de la insercidon de los transgenes
APPswe Yy TaupsoiL al raton transgénico con PSlwmssv (Hoffman et al., 2019; Oddo
etal., 2003). Este modelo murino, ha sido caracterizado histolégica y
fenotipicamente. En los 2 primeros meses de vida, los ratones 3xTg-AD presentan
un desarrollo conductual y fisiologico indistinguible a los ratones silvestres, sin
reportar alteraciones conductuales o histologicas. Sin embargo, a los 3 meses, es
posible detectar péptidos BA en algunas regiones del cerebro, como amigdala y
corteza. Finalmente, entre los 5y 6 meses de edad, el péptido BA se localizan en el

espacio extracelular en las regiones corticales e hipocampales formando la placa
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senil. La presencia de pTau se determina a partir de los 6 meses en el hipocampo,
mientras que los ovillos neurofibrilares son detectados hasta los 18-24 meses (Oddo
et al., 2003; Sterniczuk, Antle, et al., 2010; Stover et al., 2015). Sugiriendo que el
modelo 3xTg-AD presenta una evolucion histopatoldgica similar a la EA en humanos,
desarrollando inicialmente los péptidos BA y pTau en algunas regiones del cerebro
asociadas a la cognicién, para después formar la placa senil y los ovillos

neurofibrilares, provocando neurodegeneracion progresiva.

Ademas de las caracteristicas histopatoldgicas, se reporté una disminucién de la
conducta exploratoria y un aumento en el comportamiento deambulatorio, en
conjunto con alteraciones conductuales del ciclo circadiano, inquietud y ansiedad
(Sterniczuk, Antle, et al., 2010; Sterniczuk, Dyck, et al., 2010). Las caracteristicas
conductuales que muestran los ratones 3xTg-AD en su mayoria no presentan
distincion entre sexos, ademas de que estos cambios en el comportamiento son muy
similares a las conductas que manifiestan los seres humanos que cursan con EA en

estadios avanzados (Gonzalez Pereyra, 2018).

Basados en las similitudes bioquimicas, histopatoldgicas, electrofisiologicas y
conductuales que presenta el ratdbn 3xTg-AD y los humanos que desarrollan EA, junto
con la evidencia descrita sobre las alteraciones a nivel transcripcional del
transportador SNAT2 en pacientes con EA en etapa tardia y los cambios en la
expresion proteica demostrada por nuestro equipo de trabajo en el modelo murino
de 3xTgAD. Es que este proyecto se propuso estudiar las alteraciones en la
expresion génica de SNAT2 en hipocampo de ratones 3xTg-AD, a la edad de: 1 mes,
previo al desarrollo de las anormalidades histolégicas y fenotipicas, a los 3 meses
cuando inician los cambios histopatologicos, y a los 6 meses cuando ya ha
desarrollado patologia neuronal junto las alteraciones conductuales. Con el objetivo
de analizar y conocer la evolucién de las alteraciones de SNAT2 y correlacionar su
impacto en el microambiente sinaptico para ponderar su analisis y el de sus sustratos
transportables como posibles marcadores de la enfermedad. Buscando que las
intervenciones sean mas oportunas y ayuden a detener la progresion de la

enfermedad aumentando la calidad de vida de los pacientes.
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2. OBJETIVOS
2.1. General

Evaluar los niveles de ARNm de SNAT2 en hipocampo de un modelo murino
transgénico de Alzheimer (3xTg-AD), para establecer una correlacion entre el patron

de expresioén y la evolucion de la patologia valorando su posible utilidad diagnéstica.
2.2. Particulares

o Cuantificar los niveles de expresion de ARNm de SNAT2 en hipocampo de
ratones silvestres C57BL-6 y ratones transgénicos 3xTG-AD, a la edad de 1,
3y 6 meses.

o Realizar un analisis comparativo del patron de expresion del ARNm de SNAT?2
en las distintas edades evaluadas de los ratones silvestres y transgénicos,
para correlacionarlo con alteraciones conductuales e histopatologicas que

presentan el modelo murino para Alzheimer.
2.3. Profecionalizantes

o Conocer la participacion de las biomoléculas y su relacién con la respuesta
celular en condiciones fisiologicas y patologicas para proponer métodos
diagnosticos o alternativas terapéuticas que ayuden a mejorar la calidad de

vida de los pacientes.

o Comprender los mecanismos fisiopatoldgicos que se relacionan con procesos
neurodegenerativos como el Alzheimer, para desarrollar hipotesis y modelos

gue permitan el avance en su estudio y analisis.
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3. METODOLOGIA

3.1. Disefio
El disefio de este proyecto de investigacion es de tipo longitudinal.
3.1.1. Definicién del universo

El modelo de experimentacion esta conformado por ratones de fondo genético
C57/BL-6 silvestres y transgénicos 3xTg-AD en 1, 3y 6 meses de edad.

3.1.2. Definicién de grupos
Los grupos se separaran de la siguiente forma:

e Ratones control. 9 ratones silvestres C57/BL-6. 3 ratones de 1 mes, 3 ratones
de 3 meses y 3 ratones de 6 meses de edad.

e Ratones problema. 9 ratones triple transgénico 3xTg-AD. 3 ratones de 1 mes,

3 ratones de 3 meses y 3 ratones de 6 meses de edad.
3.1.3. Definicion de las unidades de observacion

Las unidades de observaciones son los hipocampos extraidos de los ratones. Los
experimentos se llevaran a cabo utilizando 3 ratones diferentes de cada condicion,
analizandose 3 veces cada una. Los grupos estaran conformados por 9 animales en

total tanto para los modificado genéticamente como para el grupo control.
3.1.4. Grupo control

El grupo control estd conformado por ratones con fondo genético C57/BL-6 que no
han sido modificados genéticamente. Respetando la misma edad que su par triple

transgénico, el sexo es indistinto.
3.1.5. Ciriterios de inclusion

a) Ratones C57/BL-6 tipo salvaje y triple transgénico 3xTg-AD que son
reproducidos y criados en el Bioterio de la UNAM del Instituto de

Neurobiologia, con una edad de 1, 3y 6 meses, de sexo indistinto.

b) Ratones genotipificados por PCR punto final para los genes APPswe Yy
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TaupzoiL.

Tabla 2. Unidades de medida, definicion y grupos a evaluar

Grupo a evaluar Definicion Unidades de medida Edad
Ratones no modificados = Unidades arbitrarias 1 mes
C57/BL-6 genéticamente. Ratones  relativas de expresion = 3 meses
control del gen end6geno
6 meses
‘ Ratén modificado Unidades arbitrarias 1 mes
3xTg-DA ‘ genéticamente. Ratones relativas de expresion 3 meses
‘ problema del gen end6geno
6 meses

3.1.6. Criterios de exclusion

a) Ratones problema cuyo genotipo no amplifiquen para alguno de los genes

APPswe Yy TaupsoiL, 0 que no cumplan con la edad establecida.

b) Ratones control que amplifiquen alguno de los genes APPswe Yy Taupsoit, 0 que

no cumplan con la edad establecida.
3.1.7. Ciriterios de eliminacion

a) Ratdn control o transgénico con presencia de alguna lesion grave que cause

estrés al animal y pueda modificar la quimica cerebral.
3.2. Materiales y métodos

3.2.1. Aspectos bioéticos en el manejo de animales y eutanasia

La produccion, crecimiento y mantenimiento de los animales fue realizado por el
Bioterio del Instituto de Neurobiologia de la Universidad Nacional Autbnoma de
México campus Juriquilla, Querétaro. El manejo de los ratones para esta
investigacion fue aprobado por el Comité de Bioética de la UNAM. Ademas, este
protocolo de investigacion fue aprobado por el Comité de Bioética de la Facultad de
Ciencias Naturales, debido a que el manejo y tratamiento de las muestras obtenidas
se realizara en la UMBA-FCN-UAQ. Igualmente, el protocolo fue aprobado por el

Comité de Bioética de la Facultad de Quimica, debido a que el estudiante que realiza
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el proyecto pertenece al programa de Maestria en Quimica Clinica Diagndstica de la

Facultad de Quimica de la Universidad Autonoma de Querétaro.

Las instalaciones del Bioterio del INB UNAM-Juriquilla estan separadas en éareas,
gue mantienen su independencia fisica de otras zonas. El cuarto de alojamiento de
los ratones oscila a una temperatura de entre 20 a 25 °C, considerando un porcentaje
de humedad relativa entre 40 al 70 % y entre 16 a 18 recambios de aire ambiental
por hora de forma ininterrumpida. La iluminacion del area de alojamiento oscila en
ciclos de luz/oscuridad de 12:12 horas, tomando en cuenta los periodos de actividad
nocturna con una intensidad de ruido no mayor a 85 Db. Las jaulas de policarbonato
donde se mantuvieron los ratones median 25 x 30 x 12 cm. El fondo de la caja
contenia una cama de aserrin para absorber la orina, excremento y desperdicio de
agua cambiandose cada 48 horas. Los ratones recién nacidos se mantuvieron con la
madre hasta los 21 dias de edad, se destetaron posteriormente en macho y hembra
para evitar su reproduccion. El alimento proporcionado a los ratones fue Purina Chow

5001 y tanto este como el agua fue administrando ad libitum.

Debido a la necesidad de obtener un tejido cerebral integro libre de compuestos
guimicos, no fue posible la administracion de anestesia o tranquilizantes para inducir
la muerte a los ratones, por lo que el método de eutanasia seleccionado fue la
decapitacion con guillotina. Este procedimiento se realizo en el area de cirugia, una
zona independiente al cuarto de alojamiento de los ratones para evitar su estrés al
detectar el olor a sangre. En el cuarto de quir6fano se limpi6 la zona y la guillotina
utilizada durante la eutanasia entre raton y raton. Posteriormente se diseccion6 el
hipocampo y cola, extrayendo también higado y corteza cerebral de los mismos
animales para su analisis en futuros proyectos de investigacion derivados de este.
Todos los tejidos remanentes del raton posterior a la eutanasia y la diseccién fueron
retenidos en una bolsa de polietiieno color amarillo con la leyenda “"Residuos
Patoldgicos™ y el simbolo de riesgo biologico, conservandose en congelacion hasta
gue la empresa Red Ambiental recolecté los cadaveres para su incineracién de
acuerdo a la norma NOM-087-ECOL-SSA1-2002. Durante la manipulacion de los

ratones los investigadores portaron el equipo de proteccion personal, como son: bata,
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guantes, mascarilla, lentes de seguridad y zapato cerrado, ademas de apegarse a
las pautas adicionales descritas en las instalaciones del INB. Toda la produccion,
cuidado y disposicién de los ratones fue de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana
NOM-062-Z00-1999.

El estudiante de maestria responsable de esta investigacion, tomé un curso de
capacitacion tedrico-practico donde un experto certificado en la UNAM en el manejo
de animales de laboratorio explicé las conductas del raton, ensefié la manipulacion,
inmovilizacion y ejecucion de las técnicas de eutanasia. Ademas, se reafirmaron
conceptos de bioética, de higiene personal y los métodos idoneos de desecho del
material biolégico-infeccioso y patoldgico.

3.2.2. Eutanasia del ratén y diseccion de muestras

Para la eutanasia del raton se limpio la zona a trabajar, se comprobo6 que todo el
material y equipo estuviera estéril. Se realizd un acercamiento cuidadoso y tranquilo
al raton a sacrificar. Se tomo de la base de la cola, levantando al raton apoyandolo
sobre una superficie rugosa o una rejilla, sin soltar la cola, con la otra mano se sujeto
la zona posterior del cuello entre la nuca y la espalda del raton inmovilizandolo, se
posiciono la cabeza dentro del sitio de corte y con mucho cuidado de manera segura
y en un solo movimiento se acciono la guillotina para realizar la division del cuerpo y
la cabeza (Hedrich & Bullock, 2004).

Posterior a la decapitacion por guillotina, a los ratones de experimentacion se les
realiz6 inmediatamente disecciones en el cuerpo y cerebro. Para la diseccion de
higado, se ejecutdé un corte de la piel en la regién abdominal del raton, abriendo la
piel en forma de "V' con direccibn a la zona axilar. Realizando el mismo
procedimiento de corte con el musculo liso exhibiendo los 6rganos del animal. Se
ubico el higado y con mucho cuidado se extirpd. Asimismo, para la diseccion de
cerebro se separo el tejido que envuelve al craneo del animal. Se cortd el craneo
desde la regién occipital hasta la frontal, seccionando el nervio 6ptico separando el
craneo del cerebro. A través de un corte sagital en el cerebro se separaron los

hemisferios y ayuda del instrumental quirargico se diseccion6 el hipocampo
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cuidadosamente (Ortiz et al., 2020), extrayendo ademas la corteza cerebral. Los
tejidos obtenidos fueron lavados con PBS 1X durante 2 minutos para después
fragmentase y homogeneizarse con trizol, ayudandose por una jeringa de 3 ml.
Posteriormente las muestras fueron almacenadas a -70°C hasta su uso. Finalmente,
un pedazo de la cola del murino eutanasiado fue cortado para realizar su

genotipificacion.
3.2.3. Genaotipificaciéon

Las colas diseccionadas se dispusieron en un vial de 2.0 ml por separado agregando
500 pl de NaOH al 0.05M. Posteriormente se calenté la solucion a 95°C durante 15
min y se afiadieron 50 pl de solucién stop (Tris 1M, EDTA 10mM). El vial fue agitado
mediante vortex durante 1 min, el tejido no lisado fue traspasado a un vial nuevo y
fueron almacenados a -20 °C. La solucion restante de lisis, conteniendo al ADN se
centrifugo a 2500 rpm durante 1 min, se recuperé el sobrenadante y se traspaso a
un tubo nuevo. Este material genético se utilizé para amplificar por PCR punto final
los transgenes de APPswe y Taupsoi. La mezcla de reaccion para cada vial se
describe en la Tabla 3. Las condiciones de amplificacion se estipulan en la Tabla 4.
La reaccion de PCR para los transgenes APPswe Y TaurszoiL €n conjunto, amplifica
dos productos, de 500 y 350 pb respectivamente. Los cebadores fueron
proporcionados por el laboratorio de Neuromorfometria y Desarrollo, dirigido por la
Dra. Sofia Diaz Miranda en el INB-UNAM campus Juriquilla. Las muestras se

analizaron en un gel de agarosa al 1%.
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Tabla 3. Mezcla de reaccion para amplificar los

transgenes APPy Tau

Elemento Cantidad
Taq Buffer 10X 2.5 ul
dNTP’s Mix [10 mM] 0.5 ul
MgCl2 [25 mM] 1.0 pl
Taq Pol [5 U/ul] (Thermo Scientific) 0.4 pl
APP 0.5 pl
M Ceades Y Tau osu
Thy 1.0 pl
ADNCc 3.0 ul
H20 ultrapura 15.6 pl
Volumen total 25 pl

Tabla 4. Programa de amplificacion de los transgenes APP y Tau

Etapa Segmento Temperatura Tiempo # Ciclos
Desnaturalizacion N/A 94°C 5 min 1
Desnaturalizacion 94°C 30 seg
Amplificacion Alineamiento 53°C 30 seg 25
Elongacion 72°C 1 min
Terminacion N/A 72°C 3 min 1

3.2.4. Extraccion, analisis de integridad y evaluacion de pureza del ARN

Los hipocampos disecados, homogeneizados con 500 ul del trizol y almacenados a
-70°C se les realizo la extraccion de ARN de acuerdo al manual de usuario del
reactivo "TRIzol Reagent” (Invitrogen). Los tubos eppendorf conteniendo el
hipocampo fueron mezclados hasta obtener una solucién uniforme. Se incub6 por 5

min a temperatura ambiente afiadiendo después 0.1 ml de cloroformo por cada ml
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de trizol usado para la lisis. Se mezclé por agitacion y se incub6 durante 2 a 3 min a
temperatura ambiente. Posteriormente la muestra fue centrifugada durante 15
min/12,000 g/4 °C. Se transfirié la fase acuosa a un vial nuevo, afiadiendo 250 pl de
isopropanol. El vial fue incubado durante 10 min/4 °C seguido de una centrifugacion
durante 10 min/12,000 g/4 °C. Se descarto el sobrenadante de la solucién. La pastilla
fue resuspendida en 500 pl de etanol al 70%. La muestra fue agitada en vortex y se
centrifugd durante 5 min/7500 g/4 °C. El sobrenadante fue desechado, la pastilla de
ARN se sec6é a temperatura ambiente durante 5-10 min. Posteriormente se
resuspendio en 15 ul de agua libre de ARNasas y fue almacenado a-70 °C (Rio et al.,
2010).

La cuantificacion de ARN se realiz6 utilizando el equipo NanoDrop™. La
concentracion de ARN total fue obtenida por la lectura a 260 nm, debiendo obtener
como minimo 0.5 pg/ul para poder proseguir con la sintesis de ADNc. La lectura a
280 nm valor¢ la cantidad de proteinas en la muestra. A partir del cociente 260/280
nm se obtuvo la pureza del ARN debiendo tener como minimo un valor de
normalizacion mayor o igual a 1.8 para continuar procesando la muestra. La
integridad del ARN total fue verificada mediante la electroforesis de la muestra en un
gel de agarosa al 1%. Un ARN total integro debe mostrar 2 bandas correspondientes
al ARNr 28S y 18S, donde la banda del 28S debe ser igual o superior en intensidad
al 18S (Fleige & Pfaffl, 2006).

3.2.5. Tratamiento con ADNasa y sintesis de ADNc

Al ARN total extraido de los hipocampos de los ratones se le realizé un tratamiento
con ADNasa, en la Tabla 5 se describe la mezcla de reaccién. La sintesis de ADNc
se realiz6 de acuerdo al procedimiento descrito en el inserto de la casa comercial

para la retrotranscriptasa "RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit".

Al final de la retrotranscripcion la muestra con el ADNc fue alicuotada y almacenada
a -20°C. Los reactivos utilizados, asi como las caracteristicas del ciclo de

amplificacion se esquematizan en la Tabla 6.
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Tabla 5. Mezcla de reaccién para el tratamiento con ADNasa

Reaccién Reactivos Condiciones de reaccion

1 ul de buffer ADNasa

1 ug de ARN total _ . _
1 05 IJI de ADNasa 15 min a T° ambiente

c.b.p. 10 yl con agua ultrapura

1yl EDTA 25 mM 65°C por 10 minutos. Poner
2 0.5 yl Random Primers inmediatamente en hielo
0.5 ul Oligo dT terminando el tiempo

Tabla 6. Mezcla de reaccién y condiciones de sintesis para ADNc

Reaccion Reactivos Caracteristicas del ciclo

12 pl de ARN tratado con ADNasa
2 uldNTP’s [10 mM]
5 ul Buffer de Retrotranscriptasa
0.5 ul Inhibidor de ARNasa
1 ul Retrotranscriptasa RevertAid
0.5 ul Agua ultrapura

25°C por 5 minutos
42°C durante 60 min
70°C por 5 minutos

3.2.6. Disefo y estandarizacién de cebadores para SNAT2 y ARNr 18s por PCR

punto final

Se amplificé una regién del ARNr 18s, como gen de expresion constante, los
cebadores utilizados para amplificar el 18S fueron descritos por Rho y colaboradores
en el 2010. La secuencia de ADNc usada como referencia provienen del Centro
Nacional de Informacién Biotecnoldgica (NCBI por sus siglas en inglés). El cédigo de
referencia es NR_003278.3, obteniendo un amplicon de 151 pb. Para amplificar una
region del ARNm del transportador SNAT2, los cebadores fueron disefiados en
nuestro grupo para esta investigacion, con el programa “OligoAnalyzer™ Tool". La
evaluacion de la amplificacion in-silico se llevé a cabo utilizando el programa
“‘Amplifx”. Es importante acotar que se han descrito dos isoformas para SNAT2 en
ratones, en donde la isoforma 1 consta de una longitud de 504 aa presentando 11

dominios transmembranales y la isoforma 2 es mas corta por un procesamiento de
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corte y empalme generando un producto 425 aa, eliminando 3 dominios
transmembranales en la regidn carboxi-terminal. Si bien se ha reportado que existen
diferencias sutiles en su funcionalidad, los estudios demuestran que ambas
isoformas presentan expresion génica constante. Por tal motivo se realizé un andlisis
de las secuencias para las dos isoformas con numero de identificacion NCBI
NM_001355633.1 (isoforma 2) y NM_175121.4 (isoforma 1) decidiendo disefiar los
cebadores para amplificar una regién constante para ambas isoformas en la region
comprendida entre las pares de bases 1166 - 1441 para la isoforma 1 y 1050-1325
para la isoforma 2, produciendo un amplicon final con una longitud final de 276 pb

para ambas isoformas.

Las secuencias de los cebadores tanto para 18S como SANT2 se describen en la
Tabla 7. Estos cebadores fueron utilizados en PCR punto final para probar distintas
temperaturas de hibridacion. Se utilizé la temperatura tedrica obtenida in-silico y se
evalud a través de un gradiente de temperaturas. Las condiciones de amplificacion
para la PCR punto final analizadas se presentan en la Tabla 8. Las 3 temperaturas
de alineamiento evaluadas se identifican como a, b y c. En la Tabla 9 se describe la

mezcla de reaccion.

Tabla 7. Secuencias de los cebadores para amplificar 18S y SNAT2

Region Sentido Antisentido Longitud
18S ‘ 5 -GTAACCCGTTGAACCCCATT-3° = 5-CCATCCAATCGGTAGTAGCG-3’ 151 pb
SNAT2 ‘ 5 -CCAACGAAACTGTGAACGGC-3° = 5 -GGTATCCAAAGAGAGCAGCG-3’ ‘ 276 pb
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Tabla 8. Programa de amplificacion para la PCR punto final

Etapa Segmento Temperatura Tiempo # Ciclos

Desnaturalizacion N/A 94°C 3 min 1
Desnaturalizacion 94°C 30 seg
A 62°C 45 seg

Amplificacién Alineamiento B 58°C 45 seg 35
C 52°C 45 seg
Elongacion 72°C 1 min

Terminacién N/A 72°C 10 min 1

Tabla 9. Mezcla de reaccion PCR punto final

Elemento
Taq Buffer 10X
dNTP’s Mix [2 mM]
MgCl> [25 mM]
Taq Pol [5 U/ul] (Thermo Scientific)
Mix Cebadores [10 uM]
ADNc
H20 ultrapura
Volumen total
3.2.7. Estandarizacion de la gPCR

Cantidad
1 ul
1l

0.8 ul
0.05
0.6 pl
1l
5.55 pl
10 pl

Una vez obtenida la temperatura de hibridacion para los cebadores 18S y SNAT2 en

la PCR punto final, se estandarizaron las condiciones de amplificacion para la gPCR.

Se utilizé el equipo QuantStudio 1 y las reacciones de gPCR se prepararon de

acuerdo a las instrucciones del kit "Master Mix SYBRGreen/ROX - Thermo Scientific”

(Tabla 10), con una concentracion de ADNc de [10 ng/ul] y de cebadores de 1 pM.
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Tabla 10. Mezcla de reaccién para amplificacion de 18Sy
SNAT2 por qPCR

Cada reaccion = 10 pl

Master Mix SYBRGreen/ROX [2x] 5 pl
_ _ Primer Fw [10uM] 0.5 ul
Primer Mix
Primer Rv [10uM] 0.5 ul
ADNCc [10 ng/ul] 3 ul
Agua ultrapura 1l
Volumen total 10 pl

El programa computacional usado para la programacion y analisis en el termociclador
fue el "QuantStudio Design and Analysis Software™ version 1.5.1. Las condiciones de
amplificacion de la gPCR se describen en la Tabla 11.

Tabla 11. Programa de amplificacion de 18Sy SNAT2 por

gPCR
Segmento T® Tiempo Etapa Ciclos
o 10 min Inicio 1
Desnaturalizacion 95°C
15 seg

Alineamiento 52°C 15 seg Amplificacion 40
Elongacion 72°C 15 seg

60°C 1 min » 1T°

Disociacion
9o°c 0.15°C x seg

Melting 1

3.2.8. Secuenciacion de amplicones

Los productos de amplificacion obtenidos de la qPCR para SNAT2 y 18S fueron
purificados y enviados a secuenciar a la unidad Langebio — Cinvestav, en donde se
realizo la técnica de Sanger en capilar. La secuencia obtenida en Langebio se
compararon con la secuencia de referencia para cada ARNm de NCBI usando las
herramientas computacionales "BLAST® - National Library of Medicine™ y LALIGN
“EMBL-Europan Molecular Bioinformatic Institute”.
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3.2.9. Generacién de curvas estandar para cuantificacion absoluta por gPCR

La técnica utilizada para cuantificar el ARNm de SNAT2, fue mediante gPCR relativa
normalizando respecto al gen endégeno de expresion constante 18S, realizando una
correccion de eficiencia. Debido a que el andlisis de la eficiencia de reaccién no fue
de 2 para 18S ni SNAT2, no se pudo utilizar directamente la formula 244, Por lo que
se decidio realizar una cuantificacion absoluta para cada uno de los genes a través
de la generacion de curvas estandar y posteriormente normalizar el valor respecto al

gen enddgeno.

Se realizé la amplificacion de SNAT2 y 18S por gPCR y los productos de reaccién
fueron purificados utilizando el kit "QIAquick® PCR & Gel Cleanup Kit", eluyendo el
amplicdn de la columna con 15 pl de agua libre de nucleasas. Se cuantificé la
concentracion del amplicon en el equipo Nanodrop. Los productos de amplificacion
fueron diluidos hasta una concentracion final de 0.01 ug/pl. Posteriormente se
realizaron diluciones seriadas para obtener una curva estandar de concentraciones
conocidas de ADNc. Debido a la diferencia de la expresion entre 18S y SNAT2, se
utilizaron distintos puntos de la curva para cada gen. Para la curva de 18S se usaron
5 puntos de la curva, desde [1X10°] hasta [1X10°] ug/ul. Para SNAT2 los puntos de
la curva analizados fueron [1X10-8] hasta [1X1011] ug/ul. La eficiencia de reaccién se
calculd6 con la formula E = 10-1/pendiente E| yalor del pendiente usado fue el

reportado por el programa "QuantStudio™ Design & Analysis Software™.
3.2.10. Cuantificacion de 18S y SNAT2 por gPCR

Una vez obtenidas las curvas estandar para 18S y SNAT2, con una eficiencia
superior a 1.8, se realizo la cuantificacion de las muestras de ARNm obtenidas de
los hipocampos de los ratones silvestres y transgénicos para el gen endoégeno de
expresion constante y para el gen problema. Las muestras fueron analizadas por
triplicado tanto para 18S como para SNAT2. Los grupos fueron formados de acuerdo
al modelo y a la edad evaluada. En cada amplificacién se utilizaron tanto controles
negativos, que son mezcla de reaccién sin ADNc, asi como dos puntos de la curva

estandar, para posteriormente ajustar con base a la curva estandar almacenada
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cuantificando las muestras problema.

3.2.11. Analisis estadistico

Se realiz6 un andlisis estadistico por medio ANOVA de dos vias usando un valor de
p=0.05, confianza del 95% con el programa GraphPad Prism versién 8.0.1, donde se
compararon los distintos grupos de ratones con base a su edad y linea genética.
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3.2.12. Diseio experimental

>

Grupo Ratén Edad # Animales
1 mes 3
Problema 3xTg-AD 3 meses 3
6 meses 3
1 mes 3
Control C57/BL-6 3 meses 3
6 meses 3
Total 18

Cuantificacion de
ARN total,
evaluacion de su
concentracion,
integridad y
pureza

Extraccion de
ARN total por
medio del
reactivo trizol

Tratamiento con
ADNasa y sintesis
de ADNCc por
retrotranscripcion
con Oligo dT y
Random Primers

Estandarizacion
de PCR punto
final

Analisis
estadistico de
resultados

V

Genotipificacion

U

Eutanasia y
diseccion de
hipocampo

Secuenciacion de
amplicones

b

Amplificacion de
ADNCc de SNAT2
y 18S por gPCR.
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4. RESULTADOS

4.1. Genotipificacion

Los tejidos de los ratones problema fueron obtenidas a partir de animales
modificados genéticamente 3xTg-AD, por lo que es fundamental garantizar la
identificacion de los transgenes APPswe, TaupsoiL. Se tomo un fragmento de la cola
de cada animal, mismo que fue digerido para aislar el ADN genémico. Este ADN
obtenido, fue utilizado posteriormente para amplificar los genes mediante PCR punto
final como se describe en el apartado de materiales y métodos "3.2.3
Genotipificacion™.

Consecuente a la reaccion por PCR, los productos de amplificacion se corrieron en
un gel de agarosa al 1% durante 60 min a 60V, tefiido con "Gel Red" y visualizado a
traveés de una camara de luz ultravioleta. En la Figura 6 se muestran los amplicones
de 350 pb y 500 pb que corresponden a los transgenes APPswe (azul) y TaupsoiL (rojo)
respectivamente. En el carril 1 se observa la escalera de 100 pb. En los carriles del
2 al 4 se presentan las muestras de los tres ratones 3xTg-AD de 1 mes, del 5 al 7 los
tres ratones 3xTg-AD de 3 meses y del 8 al 10 los ultimos 3 ratones 3xTg-AD de 6
meses. El carril 11 corresponde al ratén control C57/BL-6 de 3 meses y el carril 12,

al control negativo de la reaccién, sin ADNc.
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Figura 6. Amplificacion de los transgenes APPswe ¥ TaupsoiL en ratones 3xTg-

AD. Producto de amplificacion por PCR punto final de los transgenes APPswe Y
TaupsoiL Observados en gel de agarosa al 1%. En el carril 1 se muestra la
escalera. Carriles 2 al 10 los ratones 3xTg-AD de 1, 3y 6 meses. Carril 11 para
el raton control C57/BL-6 silvestres de 3 meses y el carril 12 para el control
negativo de reacciéon C(-), sin ADNc. Amplicon para APPswe de 500 pb

encerrados en rojo y para TaupsoiL de 350 pb en azul.

4.2. Evaluacién de la concentracion, pureza e integridad del ARN total

Los hipocampos fueron disecados de ratones 3xTg-AD y C57/BL-6 a las edades de
1,3 y 6 meses. Cada tejido fue homogenizado con trizol y almacenado a -70°C hasta

su uso. Teniendo todos los hipocampos de las dos lineas murinas a distintas edades
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se procedi6 a la extraccion del ARN total. Se realizd la extraccion por edad en
simultaneo de los dos genotipos, con la finalidad de mantener las mismas
condiciones en el procesamiento de las muestras. El procedimiento fue realizado
siguiendo el protocolo descrito en el apartado de materiales y métodos "3.2.4
Extraccion, andlisis de integridad y pureza del ARN". El ARN total de cada muestra
fue reconstituido en 15 pl de agua libre de nucleasas y cuantificado por Nanodrop.
Las muestras fueron ajustadas a una concentracion final de 1000 ng/ul y separadas
en alicuotas de 5 ul. A cada muestra se les asigna un cédigo de identificacién (ID),
iniciando con el modelo animal, siendo 3x para los transgénicos y C57 para los
controles, seguido de la edad, teniendo 1M para 1 mes, 3M para 3 meses y 6M los
de 6 meses. Finalmente se afadio el nimero de raton. Ejemplo: del modelo triple

transgénico 3xTg-AD de 3 meses siendo el raton #2 es identificado como "3x-3M-2".

La integridad del ARN fue valorada por electroforesis en un gel de agarosa al 1%
afadiendo 2 pg de ARN total a cada pocillo, asegurando la visualizacion de las
bandas. En la Figura 7 se presenta la electroforesis de las muestras para ambos
modelos murinos de 1, 3 y 6 meses. Se presenta una tabla por gel que identifica
individualmente cada carril, el ID de la muestra, la concentracion de ARN total en
ng/ul y el valor OD 260/280. En los geles se observan las bandas 28S y 18S, como
marcadores de la integridad del ARN. En el inciso (A), el gel y tabla para los ratones
1, 2y 3 de 1 mes de fondo genético 3xTg-AD y C57/BL-6. El inciso (B) para los
ratones 1, 2y 3 3xTg-AD y 1 C57/BL-6 de 3 meses. Por ultimo, el inciso (C) para los
ratones 1, 2 y 3 3xTg-AD y C57/BL-6 de 6 meses de edad. En los tres geles se
observa la primer banda correspondiente a la subunidad ribosomal 28S, muestra una
intensidad mayor o igual que la segunda respectiva a la subunidad 18S, con esta
relacion 28S/18S, podemos proponer que el ARN total obtenido presenta una

integridad idénea para continuar con el analisis.
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B ¢4 B O Ol ben b

1 Mes 3 Meses
#Carril ID [ng/ul) | 260/280 #Carril ID [ng/ul] | 260/280 #Carril ID [ng/ul] | 260/280

3x-1M-1 | 1387.3 1.93 3x-3M-1 | 1399.3 1.99 1 3x-6M-1 | 2137.9 193
3x-1M-2 | 1817.4 1.93 3x-3M-2 | 1813.7 1.97 3x-6M-2 | 1145.7 193

3x-1M-3 | 1581.9 1.92 3x-3M-3 | 1664.6 1.97 3x-6M-3 | 2461.8 1.88

C57-1M-1 | 2260.5 1.87 C57-3M-1 | 1602.1 1.98 C57-6M-1 | 1231.3 1.98
C57-1M-2 | 2077.3 1.91 C57-3M-2 | 1712.1 1.96 C57-6M-2 | 1435.2 1.97
C57-1M-3 | 1675.9 1.92 C57-3M-3 | 1394.6 1.96 C57-6M-3 | 2279.7 191

|| B |WIN|=
AUV |IWIN|P
|| |w|N

Figura 7. Evaluacion de integridad del ARN total. En la imagen se muestra el
andlisis de integridad del ARN total extraido para los ratones 3xTg-AD y C57/BL-
6 de 1 (A), 3 (B) y 6 (C) meses de edad. La primer y segunda banda en cada gel
corresponden a las subunidades ribosomales 28S y 18S respectivamente. En las
tablas debajo de cada gel, se identifican individualmente el # de catrril, con el ID,
de la muestra correspondiente a cada ratdn, concentracion del ARN total en ng/pl
y OD 260/280.

4.3. Estandarizacion de la amplificaciéon de SNAT2 y 18S por PCR punto final

Se selecciond un ADNc del hipocampo de un raton C57/BL-6 al azar, y fue usado
como material genético de partida para realizar PCR punto final con la finalidad de
determinar las condiciones optimas de amplificacion con los cebadores para 18S 'y
SNAT2. El disefio de los cebadores para SNAT2, se realizé tomando en cuenta la
temperatura de hibridacién del gen endégeno 18S, anteriormente estandarizado y
publicado. Con base a las temperaturas de hibridacién calculadas in-silico se
seleccionaron las temperaturas del ciclo de alineamiento a 53 °C, 58 °Cy 63 °C. Una
vez finalizada la amplificacién por PCR punto final, los productos se corrieron en un

gel de agarosa al 1.5 % durante 60 min a 60V.
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En la Figura 8 se muestran los productos de amplificacion para la subunidad
ribosomal 18S (A) y SNAT2 (B). Es importante destacar que no se generé un
amplicon en su control negativo (CN) para ninguna de las reacciones de ambos
transcritos. En los geles se cargaron 5 ul de la escalera de ADN que en este caso es
de 100 pb(E). Asimismo, se puede ver claramente, los amplicones para 18S (151
pb) y SNAT2 (276 pb), como una Unica banda para cada producto de amplificacion.
Es importante resaltar que se observa el mismo amplicon con caracteristicas muy

similares a las distintas temperaturas de 53 °C, 58 °C y 63 °C en los carriles 2, 3y 4

respectivamente.
18S ribosomal SNAT2
Temp. °C—> 53° 58° 63° Temp. °C —> 53° 58° 63°

WV TR R

.~\\\\\\5‘\‘&\\;\"\\\\\\\1\\‘\h\\i\W'"#f
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151 pb T =
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Figura 8. Estandarizacion de la amplificacion con los cebadores para 18S y
SNAT2. Se evalué un gradiente de temperaturas por PCR punto final. (A)
Amplicén de 18S de 151 pb. (B) Amplicon de SNAT2 de 276 pb. En ambos geles
se usaron los carriles 2, 3 y 4 a las temperaturas de: 53 °C, 58 °C y 63 °C
respectivamente. Carril 1 es el control negativo. Carril 5 corresponde a la

escalera de 100 pb.
4.4. Estandarizacién de amplificacion por gPCR para 18S y SNAT2

Partiendo de las temperaturas de hibridacion de los cebadores 18S y SNAT2 en la

reaccion de PCR punto final, se realizé la amplificacion de los mismo amplicones por
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gPCR buscando encontrar las condiciones 6ptimas de reaccion con la maxima
eficiencia. Se utiliz6 el kit "Master Mix SYBRGreen/ROX — Thermo Scientific”.

En la Figura 9 se observa la gréfica de la cinética de reaccién de amplificacién por
gPCR. Esta cinética, es el resultado de graficar la cantidad de fluorescencia
capturada en el eje de las Y, por ciclo de reaccion en el eje de las X. Se observa la
fase inicial, logaritmica y de plateau por reaccion. Las muestras amplificadas y los
controles negativos sin ADNc fueron analizadas por duplicado. En azul y rojo, en el
ciclo 10, se observa el punto de inflexion, en donde comienza la fase logaritmica de
amplificacion para 18S, mientras que, en gris y naranja, el punto de inflexion para la
amplificacion de SNAT2 en el ciclo 18. Los controles negativos de distintos colores
sin ADNc, pero con los mismos componentes de reaccion, se observan en la base
de la grafica sin mostrar amplificacion.

Amplification Plot
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Figura 9. Cinética de reaccion de amplificacion para SNAT2 y 18S por gPCR.
Muestras y controles negativos fueron analizados por duplicado utilizando
una Tm de 52°C. Las curvas de la gréafica, representan la amplificacién de
SNAT2 y 18S. Las muestras se analizaron por duplicado asi como las

reacciones del control negativo correspondiente a cada par de cebadores.
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4.5. Secuenciacién de amplicones

Con la finalidad de verificar que el amplicon generado es realmente la secuencia
esperada, los productos de amplificacion para SNAT2 y 18S, fueron purificados y
enviados a secuenciar a la unidad de Langebio — Cinvestav — Irapuato, México. Las
secuencias enviadas por Langebio fueron comparadas con las secuencias de
referencia de la base de datos del NCBI. En la Figura 10 se observan los resultados
del analisis con el BLAST — NCBI. El inciso (A) muestra la correlacion obtenida para
SNAT2 de ratén con la secuencia identificada como NM_175151.4, teniendo una
identidad del 99%. El inciso (B) presenta los resultados para 18S, comparando con
la secuenciacion identificada como OW971800.1, que corresponde al cromosoma 17
de Mus musculus donde se presenta el gen que codifica para la subunidad 18S
ribosomal, obteniendo una identidad del 98%.

(A) (B)

Mus musculus solute carrier family 38, member 2 (Slc38a2), transcript variant 1, mRNA Mus musculus genome HSSBITLN}' chromosome: 17

Sequence iD: NM 1754214 Length: 4658 Mumber of Matches: 4

SR ik Sequence I0: OWS71800.1 Length: 90608376 Number of Matches: 1
ange 1: 1196 bo 1441 GanBack

MBI Sels  24a/246(95%) PlusiPius Range 1: 35491631 to 35491748 Ceol

Tdent Rane Chrand
Ine (Gans Strang

206 bits{111) de4f  116/116(98%) 118{1%) Plus{Pus
Query 11 Gb6A-TGC-ATTATTCCCCATRARCGALGAATTCECAGTAGTGCGRGTCATARGCTTG - 68

Shict 35451631 GGGGATTCANTTATTCCCCATGRACEAGERATTCCCAGTAMGTGUGGETCATAAGCTTG 35491599

Query 69 u;'Icla"em-a.'t{{raoﬁ}r1|c|-1|ﬁ:[ﬁiftﬁ{rtemm{[aa‘-maa:.ﬁ 1%
| (T

Shict 35491691 CGTTGATTAGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCORTCGCTALTACCGATTGRATGG 35491748

1l
(GLLATLITTCTGATLTAC

Figura 10. Comparacion de la secuencia del producto amplificado de 18S y
SNAT2 con las bases de datos NCBI. En laimagen se puede observar el analisis
de identidad entre la secuencia amplificada por qPCR con las secuencias de
referencia de la base de datos NCBI. Para SNAT2 (A) se obtuvo una identidad
del 99% con la secuencia NM_171512.4. Para 18S (B) fue del 98%

comparandose con la secuencia OW971800.1.
4.6. Elaboracién y validacién de curvas estandar 18S y SNAT2
Partiendo del amplicén purificado y secuenciado, se realizaron diluciones seriadas
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de concentraciones conocidas de los amplicones para los ARNm de interés, con la
finalidad de realizar una curva estandar para SNAT2 y 18S. Al ser el 18S un gen de
expresion constante, el numero de copias de ARNm codificante serd mayor en
comparacion al SNAT2, por lo tanto, requiere de un menor namero de ciclos para ser
detectable, dando un valor de Ct cercano a los 10 ciclos. En cambio, el SNAT2 al
tener menos numero de copias de ARNm, necesita mas ciclos para que la sefial
pueda ser detectable, dando un Ct préximo a los 20 ciclos. Debido a esta diferencia
en los niveles de expresion, se realizaron curvas de distintas concentraciones en
cada gen tomando en cuenta los valores de Ct esperados para cada uno. En la
Figura 11 (A) se observan las cinéticas de reaccion para 18S en concentraciones
[ug/ul]; [1X109] en rojo, [1X10€] en azul, [1X107] en verde, [1X10%] en amarillo,
[1X10°] en gris y en naranja los controles negativos de amplificacién sin ADNc. En
todos los casos, las reacciones se realizaron por duplicado. En la Figura 11 (B) se
muestran las cinéticas de reaccion para SNAT2 a las concentraciones; [1X10%] en
rojo, [1X10°] en azul, [1X1071° en verde, [1X101%] en amarillo y en naranja el control
negativo, igualmente en todos los casos las reacciones se realizaron por duplicado.
En la tabla inferior de cada gréafica se muestran los valores de Ct para cada punto de
la curva, asi como la eficiencia de reaccion. Se calculd la eficiencia de reaccion con
la férmula E = 10-1/pendiente g stituyendo en la formula el valor de la pendiente
reportado por el programa "QuantStudio™ Design & Analysis Software” de qPCR. Las
eficiencias de reaccion fueron de 1.87 y 1.90 para la curva de 18S y SNAT2

respectivamente.
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18S
(A) 25 _(B) SNAT2

Color Concentracion Valor de CT Color Concentracion Valor de CT
- 1X10° 7.003 =i "
1X10 16.014
- 1x10® 10.822 - 1%10°° 19.696
- 1107 13.949
- X107 23.001
1X108 17.830
1X10* 26.847
1X10° 21.886
Control Negativo / Control Negativo !
Valor de pendiente = -3.677 Eficiencia = 1.87 Valor de pendiente = -3.580 Eficiencia = 1.90

Figura 11. Curvas estandar para SNAT2 y 18S en qPCR. Cada punto de la
curva analizado se realizdé por duplicado, asi como el control negativo. (A)
Curva obtenida para 18S de concentraciones [1X10-°] hasta [1X10]. (B) Curva
obtenida para SNAT2 de concentraciones [1X10®] hasta [1X101Y]. Los valores

de eficiencia obtenidos son de 1.87 y 1.90 para 18S y SNAT2 respectivamente.

Con los valores de Ct obtenidos con cada punto de la de la curva estandar, se grafico:
la concentracion base al LOG10 del punto de la curva en [ug/ul], frente al valor de Cy
obtenido para cada punto. Partiendo de la grafica se realizo una linea de tendencia
para calcular la ecuacion de la recta, con el objetivo de posteriormente con esa
ecuacion, sustituir el Ct de las muestras problema y calcular la concentracion de
ARNmM en el hipocampo del ratén. La ecuacion de la curva para 18S fue: y =
—3.6774x — 11.444 y para SNAT2 y = —3.5804x — 12.624.

4.7. Cuantificacién de los niveles de expresion de 18S y SNAT2 en hipocampos

murinos por qPCR

Se analizaron las muestras de ADNc, de cada uno de los ratones por triplicado, para

evaluar la expresion del gen endoégeno 18S, asi como el gen problema SNAT2. Los
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animales fueron separados en distintos grupos con base al modelo murino y la edad.

Los 6 grupos formados fueron los siguientes:
Grupo 1: 3xTg-AD de 1 mes

Grupo 2: 3xTg-AD de 3 meses

Grupo 3: 3xTg-AD de 6 meses

Grupo 4: C57/BL-6 de 1 mes

Grupo 5: C57/BL-6 de 3 meses

Grupo 6: C57/BL-6 de 6 meses

En cada medicion se analizo un punto de la curva estandar original, tanto para 18S
como para SNATZ2, con lafinalidad de realizar un ajuste interno del software con base
a la curva original generada con antelacion y asi cuantificar las muestras problema.
Enla Figura 12 se representa las cinéticas de reaccion y la curva de disociacion, para
el gen 18S (A) y para SNAT2 (B). En color azul para la linea murina C57/BL-6, en
color rojo para los ratones 3xTg-AD, en color verde el punto de la curva analizado y

en gris el control negativo.
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Cinética de amplificacion SNAT2

( A) 18S (B) SNAT2

Cinética de amplificacion 18S

Figura 12. Cinética de amplificacion y curva de disociacion de los amplicones
para 18S y SNAT2. En la imagen se observan las cinéticas de reaccion y las
curvas de disociacion para 18S (A) y SNAT2 (B). Las lineas en color azul
corresponden a los ratones de fondo genético C57/BL-6, las lineas en color rojo
al modelo 3xTg-AD, las lineas en color verde se presentan los puntos de la curva
estandar analizados previamente para ambos genes y en color gris se muestran

los controles negativos de cada reaccion.

Después de analizar por gPCR las muestras de los ratones 3xTg-AD y C57/BL-6 de

1, 3y 6 meses de edad, se despejo x de las ecuaciones de la recta para cada gen.

y+11.444
—-3.6774

En el caso de 18S el despeje de la ecuacion fue x = y para SNAT2 x =

y+12.624
—3.5804

fueron promediados. Se sustituy6 el valor promediado en y para cada ecuacion,

. Los valores de Ct obtenidos para cada muestra analizada por triplicado

pudiendo de esta forma cuantificar los niveles de expresion de SNAT2 y 18S. Se
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normalizé el valor de SNAT2 con respecto al gen endégeno 18S en cada una de las
muestras analizadas, obteniendo un valor conocido como ratio. Posteriormente los
valores ratio obtenidos de los 3 ratones de cada grupo fueron promediados,

calculando ademas su desviacion estandar, como se muestra en la Tabla 12.

Tabla 12. Datos obtenidos del andlisis cuantitativo de SNAT2

del ADNc de hipocampo

Grupo XRatio (SNAT2/18S)  Desviacion estandar
3xTg-AD 1M 1.417 0.027
3xTg-AD 3M 1.401 0.030
3xTg-AD 6M 1.448 0.089
C57/BL-6 1M 1.429 0.067
C57/BL-6 3M 1.452 0.069
C57/BL-6 6M 1.502 0.030

Con los valores ratio obtenidos en cada grupo se realizé un analisis estadistico por
ANOVA usando un valor de p=0.05, confianza del 95%. En la Figura 13 se representa
un gréfico con los valores. En el eje de las "X" se grafica cada raton, de acuerdo a su
grupo y edad, y en el eje de las "y" se grafica el valor ratio obtenido al normalizar la
cuantificacion de SNAT?2 respecto al gen enddégeno 18S. Los puntos en color rojo
corresponden a los ratones 3xTg-AD y en negro los ratones control C57/BL-6, todos
los puntos con su desviacion estandar. No se encontré diferencia estadistica

significativa al comparar las medias entre todos los grupos.
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Figura 13. Niveles de expresion génica de SNAT2. En color rojo se representan
los 3 grupos de los ratones 3xTg-AD. En negro se muestran los ratones control
C57/BL-6. Las lineas en cada grupo corresponden a la media con su desviacion

estandar, en todos los casos se representa la desviacion estandar.

En la Figura 14 se representan las veces de activacion de SNAT2 a través de un
grafico de dispersion. En este caso se compar6 en una linea de tiempo en meses,
en el eje de las "X, frente a los niveles de expresion en cada animal del transportador
con sus respectivas desviaciones estandar, en el eje de las "y". En color rojo se
muestra la expresion de SNAT2 para los ratones 3xTg-AD, mientras que en color
negro los valores de los ratones C57/BL-6, en todos los casos con sus respectivas
desviaciones estandar. Mediante este gréafico es posible comparar la tendencia de
expresion de SNATZ2 alo largo del tiempo entre los dos genotipos. Los ratones control
C57/BL-6 muestran un aumento de forma progresiva con la edad. Mientras que en

los ratones 3xTg-AD no se observan diferencias significativas en la expresion de
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SNAT2 en el primer mes de vida, mientras que en el tercero, hay un clara disminucion
en la tendencia de expresion de SNAT2, que se recupera paulatinamente hacia el
sexto mes de vida de los animales, recuperando la expresion de forma significativa,

aunque manteniendo una disminucion respecto al modelo C7BL6 de la misma edad.

Analisis de expresion génica de
SNAT2 en un curso temporal
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Figura 14. Analisis de expresion génica de SNAT?2 en un curso temporal. Lalinea
en color negro representa los valores de los ratones de fondo genético C57/BL-

6. La linea en color rojo muestra los valores del modelo 3xTg-AD.
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5. DISCUSION

El estudio del cerebro, la interconexion entre sus estructuras y el metabolismo, son
aspectos esenciales para comprender a detalle su funcionamiento en condiciones
fisiologicas y esclarecer el origen de las patologias que conllevan a un proceso
cronico neurodegenerativo. Entre las distintas estructuras criticas para la funcion
cerebral, el hipocampo juega un rol crucial por su participacion en la formacion de
nuevos recuerdos, la memoria y el pensamiento espacio-temporal (Sridhar et al.,
2023). La importancia del hipocampo resalta ain mas, cuando consideramos su
relaciéon con la EA. Es en esta regidon que se describe con mayor frecuencia
afectaciones durante las primeras etapas de esta patologia, asociandose
directamente con la pérdida de memoria y déficit cognitivo que incrementa
gradualmente (Whitfield et al., 2023).

Las conexiones sinapticas que establecen las neuronas hipocampales con otras
neuronas de distintas regiones cerebrales es inmensa. Sin embargo, son de
particular atencion aquellas que se asocian con la corteza cerebral en donde se
controlan funciones vitales del organismo. Estas sinapsis operan de forma sincronica,
integrando distintos estimulos con la finalidad de recibir, procesar y enviar sefales
de respuesta entre una neurona a otra (Y. Yu etal.,, 2023). La comunicacion
interneuronal es inducida mediante neurotransmisores a través de la denominada
sinapsis tripartita. En particular en el hipocampo, son preponderantes las sinapsis
glutamatérgicas, denominadas asi debido a que el neurotransmisor participe de
dicha sinapsis es el Glu. EI mecanismo a través del cual el Glu realiza su funcién
sefalizadora es a través de su liberacion desde la neurona presinaptica, este Glu
localizado en la hendidura sindptica, esta a una concentracion tan alta, que es capaz
de activar a los receptores glutamatérgicos localizados en la nheurona postsinaptica.
Finalmente, el astrocito es el encargado de internalizar y metabolizar el Glu
excedente, evitando la sobrexcitacion de los receptores y consecuentemente una
neurocitotoxicidad. Por lo tanto, la regulacion de la concentracion del Glu espacio-
temporal, es esencial para mantener funcional la sinapsis quimica y evitar la

sobreactivacion de los receptores NMDA, AMPA y Kainato (Kritis et al., 2015).
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Bajo condiciones fisiolégicas, esta homeostasis se mantiene, gracias a la accion
coordinada de los transportadores, enzimas y iones, asociados al reciclaje y
biosintesis del Glu y su precursor la GIn, en el CGG. En contraparte, en condiciones
patolégicas, se han descrito alteraciones en la funcibn o expresion de los
componentes que integran el CGG (Andersen et al., 2022). Estas modificaciones
implican un déficit en el metabolismo celular que impacta en la sinapsis neuronal
participando de esta forma en la neurodegeneracion. Incluso se han detallado
cambios severos presentes tanto en pacientes con EA como en modelos murinos

transgénicos con fenotipo histopatoldgico tipo EA.

Una molécula clave del CGG es el transportador de aa dependiente de Na* SNAT?2.
Esta proteina se ubica en la membrana citoplasmatica de las neuronas presinapticas,
en donde junto con el SNAT1 son los encargados de internalizar la GIn del espacio
extracelular, para ser convertida posteriormente a Glu, regulando la homeostasis de
aa y la sintesis de neurotransmisores (Nardi et al., 2015). Interesantemente, Patel y
colaboradores en el 2019 reportaron en hipocampo un aumento en la expresion
génica de SNAT2 en pacientes postmortem con EA de edad avanzada (Patel et al.,
2019). Resultados también encontrados por Crist y colaboradores en el 2021 usando
un modelaje metodolégico similar (Crist etal.,, 2021). No obstante, aun se
desconocen los cambios en los patrones de expresion de SNAT2 previo y durante el

desarrollo de la EA.

En este contexto, los modelos transgénicos como el 3xTg-AD que ha demostrado
desarrollar marcadores histolégicos y conductas similares a la EA, son relevantes y
Utiles para analizar la expresion génica de SNAT2 en hipocampo. Dando oportunidad
a entender la contribucion de este transportador sobre procesos biologicos y posibles
mecanismos moleculares subyacentes a la neurodegeneracion. En el presente
estudio, se valoro la expresion de SNAT2 a la edad de 1 mes previo a un dafio
neuronal, al 3°". mes cuando desarrolla alteraciones histolégicas y al 6. mes cuando
se perciben cambios conductuales y dafio patologico tipo EA. Los resultados
obtenidos en este estudio no mostraron cambios estadisticamente significativos al

comparar la expresion de SNAT2 en los ratones 3xTg-AD y C57/BL-6 (modelo
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control) de la misma edad. Aunque los hallazgos obtenidos mostraron un patrén de
expresion génica intrigante a lo largo del tiempo para los ratones transgénicos a
diferencia de los ratones control (Figura 14).

De manera interesante, en el 1er mes ambos modelos murinos presentaron niveles
de expresion similares, no fue hasta el 3er mes donde se observé una disminucién
de SNAT2 en los 3xTg-AD en comparacion a los controles. Interesantemente, estos
resultados estan en linea con los obtenidos por Villasefior en el 2019, quien reporto
una disminucién en la expresion proteica de SNAT2 en hipocampo de ratones 3xTg-
AD de 30 - 45 dias postnatales (datos no publicados), proponiendo una
desregulacion transcripcional/proteica que puede impactar en el metabolismo y
sinapsis neuronal previo a los dafios histologicos cerebrales tipo EA. La disminucion
de la expresion transcripcional/proteica del SNAT2 observada en esta edad, nos
indica una desregulacion metabdlica previo a los dafios histolégicos, impactando en
la captacion de aa, sintesis de neurotransmisores y la sinapsis neuronal. Estas
variaciones bioquimicas podrian estar generando una respuesta adaptativa de las
células, alterando la expresion de SNATZ2, sugiriendo su correlacion con eventos
tempranos que desencadenan la patologia. Asimismo, al 6to mes ambos modelos
mostraron un aumento en la expresion de SNAT2, aunque en menor proporcion en
el modelo transgénico. Este aumento en los 3xTg-AD podria deberse a una
respuesta compensatoria antes los cambios histolégicos predominantes en el
cerebro de los ratones, principalmente del péptido BA, que generan un descontrol
metabolico de la glucosa y sinapsis, en conjunto con estrés oxidativo (Allaman et al.,
2010). Esto provocaria en las neuronas una activaciéon de mecanismos de regulacion
ante periodos de estrés. La sintesis de novo y la translocacion hacia la membrana
de la proteina SNAT2 previamente formada, en respuesta a estimulos intracelulares
y extracelulares, insintan un papel multifacético por parte del transportador (Menchini

& Chaudhry, 2019). Siendo pieza clave para la regulacién en los procesos cerebrales.

La respuesta compensatoria de SNAT2 puede entenderse mejor si lo comparamos
contra el SNATL, proteina transportadora también presente en hipocampo con gran

homologia estructural y secuencial (Pizzagalli et al., 2021). Ambos transportadores
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son expresados fisiolégicamente de forma similar. No obstante, SNAT2 es capaz de
aumentar su expresion ante condiciones de estrés osmético, hipertonicidad (Alfieri
et al., 2001; Menchini & Chaudhry, 2019) y cuando existe deprivacion de aa,
principalmente de la Glu (Grewal et al., 2009; Novak et al., 2006). En cambio, la
expresion de SNAT1 permanece constante durante periodos largos ante la falta de
aa (Grewal et al., 2009; Hellsten et al., 2018). Entendiendo que a través de SNAT2,
las células son capaces de adquirir una respuesta adaptativa ante cambios
perjudiciales.

Un comportamiento similar en los niveles de expresién génica, también puede
observarse con los transportadores encargados de exportar GIn del astrocito, el
SNAT3 y SNATS. Bajo condiciones fisiolégicas, muestran una expresion similar,
indicando una regulacion equilibrada (Rodriguez et al., 2014). Pero, cuando las
neuronas corticales de raton experimentan deprivacion de aa, se reportd una
divergencia en su expresion: SNAT3 disminuye, mientras que SNAT5 aumenta
radicalmente (Hellsten etal.,, 2018). Esto sugiere una respuesta adaptativa
dependiendo de la disponibilidad de nutrientes como lo observado por SNAT2,

resaltando su capacidad para ajustarse a las necesidades metabdlicas.

Otros transportadores que han revelado una dinamica similar a los SNAT ademas de
ser importantes para el CGG y la regulacion del metabolismo, son las proteinas
responsables de internalizar el Glu al astrocito, el GLT-1 (EAAT2) y el GLAST
(EAAT1). Zumkehr y colaboradores reportaron una disminucién significativa de
expresion génica y proteica en hipocampo en ratones 3xTg-AD de GLT-1, pero no
asi de GLAST, durante los meses 2, 6 y 23 de edad (Zumkehr et al., 2015). Utilizando
como base estos resultados reportados, complementado con las distintas
alteraciones en expresion de los componentes que integran el CGG, nos permiten
proponer un mecanismo que busca clarificar el papel de los transportadores en los
cambios bioquimicos antes y durante el desarrollo patolégico, como se representa
en la Figura 15 (A). Estas variaciones en expresion sugieren que debido a la falta de
proteinas transportadores de Glu, este neurotransmisor aumenta su concentracion

en la hendidura sinaptica, generando la sobreactivacion de los receptores NMDA,

57



AMPA y Kainato, teniendo implicaciones en la excitotoxicidad asociada a la
neurodegeneracion observada enla EA (S. P. Yu et al., 2023), Figura 15 (B). Un claro
ejemplo que respalda esta observacién ademas de mostrar resultados similares a los
de Zumkher y colaboradores, fue determinado a partir del raton transgénico ABPP23,
gue ha sido objeto de estudio por desarrollar patologia BA tipo EA. A la edad de 8
meses el ratén presentd una disminucién de la expresién proteica en hipocampo de
GLT-1y GLAST, lo que coincide con el incremento del Glu extracelular determinado
en los ratones (Schallier et al., 2011), Figura 15 (B). Divergente a estos resultados,
Kulijewics-Nawrot y colaboradores no determinaron cambios en la expresion glial de
GLT-1 entre el 1er y 9no mes de los ratones 3xTg-AD. Sin embargo, si reportaron un
decrecimiento significativo en la GS, encargada de convertir el Glu a GIn en el
astrocito, al 1ler mes en un 17% y al 6to mes en un 27% (Kulijewicz-Nawrot et al.,
2013), Figura 15 (E). Este hallazgo cobra mas relevancia si consideramos los
estudios realizados en cultivos neuronales murinos. Donde se demostré que los
oligomeros BAz1.42 impiden la recaptura del Glu presente en el espacio extracelular,
bloqueando los receptores GLAST y GLT-1 ubicados en el astrocito (Tong et al.,
2017), Figura 15 (C). Esta interferencia en el reciclaje, en conjunto con la disminucion
en la expresion de los transportadores GLAST, GLT-1y la enzima convertidora GS,
podria ser desencadenante de la baja del Glu dentro del astrocito, reduciendo la
sintesis de GIn, disminuyendo su exportacion al espacio extracelular, percibido tanto
por SNAT2 como por SNAT5, aumentando asi su expresion como lo observado ante

periodos de deprivacion de aa (Grewal et al., 2009; Hellsten et al., 2018), Figura 15
(D).

Si bien la mayoria de estos cambios ocurren en el astrocito, en las neuronas se ven
alterados tanto el SNAT2 como los transportadores vesiculares de Glu (vGLUT)
también, encargados de internalizar el Glu sintetizado en la neurona hacia las
vesiculas que lo almacenan, para posteriormente ser liberados en la sinapsis
glutamatérgica. El transportador principalmente afectado es el vGLUTL1, presente en
hipocampo y corteza cerebral (Fremeau et al., 2004). Cassano y colaboradores

reportaron la disminucion en la expresion proteica de vGLUT1 en células
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hipocampales y corticales del ratén 3xTg-AD a la edad de 18 meses (Cassano et al.,
2012). Estos resultados pueden asociarse a un mecanismo que busca contrarrestar
los altos niveles de Glu extracelular, reduciendo su cantidad internalizada en

vesiculas limitando su liberacién neuronal, siendo un elemento de respuesta o

Ciclo Glutamina
Glutamato- Ciclode —
. | Krebs
Glutamina H U sarzdh @
///SNAT3
== SNAT 54(D)
ALUT : *
£/ . F)
Neurona ff o W | GEAE)
Presinaptical{ \'(F
pa— y ! \ ..
Glutamato e X (.*)) A7 \ '(A]
Glutamina o ; = . GLAST*
(B) ‘ Astrocito
—— ® - -
Neurona

Postsinaptica

& ‘(B) 1
AMPA A Kainatg
| NMDA

Sobreexcnamon excitotoxicidad
Figura 15. Cambios metabdlicos en el CGG. Mecanismo propuesto de los

cambios observados en el CGG durante el desarrollo neuropatologico. Las
alteraciones abarcan desde un aumento en la expresidon génica y/o proteica de
SNAT5 y SNAT2 (D), hasta disminucion de GLT-1, GLAST (B), GS (E), SNAT3

(D), Vglut (F) y sobreexcitacion de los receptores de Glu (B) causando
proteccion Figura 15 (F).

Los hallazgos, en su mayoria procedentes de modelos murinos transgénicos como
el 3xTg-AD que reproducen rasgos vinculados a la enfermedad de Alzheimer,
coinciden con las observaciones efectuadas en investigaciones que utilizaron
muestras postmortem de individuos con Alzheimer. En ambas situaciones, se han
descubierto perturbaciones similares en la expresiéon de los elementos del CGG. Por
ejemplo, existe una reduccion en la expresion proteica de GLT-1 en corteza cerebral
(Garcia-Esparcia et al., 2018). Algo reportado en el 3xTg-AD en hipocampo (Schallier

etal.,, 2011; Zumkehr et al., 2015). También se ha reportado la reduccién de la
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expresion proteica del vGLUT1 en diferentes regiones del cerebro, como la corteza
(Rodriguez-Perdigon et al., 2016), corteza prefrontal (Kashani et al., 2008) y regiones
occipitales y parietales (Kirvell et al., 2006). Incluyendo el aumento de la expresién
génica de SNAT2 en hipocampo (Crist et al., 2021; Patel et al., 2019).

Si bien en este proyecto no se encontraron diferencias estadisticas significativas, si
se perciben como una tendencia en el patron de expresion génica de SNAT?2 a través
del tiempo, comparando al ratdbn 3xTg-AD tipo EA con su control, esto puede deberse
al limitado numero de muestras analizadas. Cabe destacar que, aunque los ratones
transgénicos han sido sometidos a una caracterizacion histolégica y conductual
exhaustiva en estudios previos (Sterniczuk, Antle, et al., 2010; Sterniczuk, Dyck,
et al.,, 2010), audn persisten sutiles variaciones temporales en la aparicion de las
anomalias cerebrales entre murinos de la misma edad. Este fendmeno refleja la
complejidad de la patologia tipo EA y la variabilidad en la respuesta individual. A
pesar de esto, los cambios en los patrones de expresion sugieren una posible
implicacion del transportador SNAT2 con el desarrollo neuropatolégico. El
mecanismo propuesto en esta investigacion busca comprender mejor los cambios
metabolicos que se dan antes y durante las alteraciones histopatologicas tipo EA. Es
evidente que aun queda mucho por descubrir ante la complejidad de un mecanismo
de este tipo. Futuros estudios seran esenciales para proporcionar datos que
complementan nuestra informacion, siendo cruciales en la compresion de la
evolucion patoldgica, buscando finalmente identificar marcadores tempranos de la
EA.
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6. CONCLUSIONES
No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la expresion génica
de SNAT2 entre los hipocampos del modelo murino 3xTg-AD y C57/BL-6 a las

edades de 1, 3y 6 meses.

Al comparar los ratones transgénicos 3xTg-AD y los controles C57/BL-6 a los 3
meses de edad, se observaron cambios en los patrones de expresion génica del
transportador SNAT?2.
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