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RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegenerativo caracterizado
por la pérdida progresiva de la funcion cognitiva, siendo las espinas dendriticas
componentes fundamentales en la plasticidad sinaptica que son afectadas durante
esta patologia. Este estudio tuvo como objetivo evaluar los cambios en las espinas
dendriticas (ED) del area de CA1 del hipocampo en ratones 3xTg-AD jovenes de 2
meses de edad y comparamos su estructura y organizacion con las ED de ratones
wild type. Se seleccionaron ratones de esta edad para detectar alteraciones
tempranas antes de la aparicion de las placas amiloides y agregados de la proteina
tau, marcadores caracteristicos de estadios avanzados de la EA. Se realiz6 una
caracterizacion de diferentes tipos de espinas (hongo, delgadas, rechonchas y
filopodios) utilizando la técnica de Golgi-Cox y un analisis de comunidades mediante
técnicas de programacion en Python. Los resultados mostraron una disminucién
significativa en el nUmero de espinas rechonchas en ratones 3xTg-AD, sin cambios
en las comunidades de espinas. Esta alteracion podria estar asociada con la pérdida
de plasticidad sinaptica y el inicio de la neurodegeneracion en etapas tempranas de
la EA. En conclusién, los hallazgos sugieren que las alteraciones en las espinas
dendriticas pueden ser un marcador temprano de la progresion de la EA,

destacando la importancia de investigar estos cambios estructurales.

Palabras clave: Enfermedad de Alzheimer, espinas dendriticas, hipocampo, modelo

3xTg-AD, plasticidad sinaptica.



ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disorder characterized by the
progressive loss of cognitive function, with dendritic spines being fundamental
components of synaptic plasticity that are affected during this pathology. This study
aimed to evaluate changes in the dendritic spines (DS) of the CA1 hippocampal area
in young 2-month-old 3xTg-AD mice and compared their structure and organization
with the DS of wild-type mice. Mice of this age were selected to detect early
alterations before the appearance of amyloid plaques and tau protein aggregates,
which are characteristic markers of advanced stages of AD. A characterization of
different spine types (mushroom, thin, stubby, and filopodia) was carried out using
the Golgi-Cox technique and community analysis through Python programming
techniques. The results showed a significant decrease in the number of stubby
spines in 3xTg-AD mice, with no changes in spine communities. This alteration could
be associated with the loss of synaptic plasticity and the onset of neurodegeneration
in early stages of AD. In conclusion, the findings suggest that alterations in dendritic
spines could be an early marker of AD progression, highlighting the importance of
investigating these structural changes.

Keywords: Alzheimer's disease, dendritic spines, hippocampus, 3xTg-AD model,

synaptic plasticity.



ANTECEDENTES
Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un desorden neurodegenerativo caracterizado
por alteraciones neurometabdlicas, principalmente hipometabolismo, que se
correlaciona con la pérdida de la memoria, deterioro cognitivo, cambios
conductuales y perdida de la autonomia. La EA es la principal causa de demencia
responsable del 60% al 80% de los casos y se estima que a nivel mundial existen
alrededor de 50 millones de casos de demencia y se espera que para el 2050
sobrepase los 150 millones de casos (Abeysinghe et al., 2020; Vaz & Silvestre,
2020). De acuerdo con estudios, la prevalencia de la EA va en aumento, esto debido
al aumento de la poblacién mayor a 65 afios. En el 2000 se estimé que habia 420
millones de personas mayores a 65 afios y se espera que para el 2030 aumenten a
mil millones, teniendo un incremento del 7% al 12%. La prevalencia de demencia a
nivel mundial se estima que es 1,6% en Africa, 4% en China y las regiones del
pacifico occidental, del 4,6% en América latina y del 6,4% en América del norte y
Europa (Qiu et al., 2009; Tahami Monfared et al., 2022). En México, se estiman que
existen aproximadamente 800 000 personas con demencia de tipo Alzheimer y su
prevalencia va del 8,5% al 9,5% (Agudelo-Botero et al., 2023; Leyva et al., 2022).
Otro aspecto importante de las demencias a nivel social es el costo, ya que mas de
dos tercios de las personas con demencia viven en paises de bajo ingreso. Una
estimacion sobre el costo por persona en el 2015 fue que para paises de ingreso
medio alto era de 10,467 ddlares, para paises de ingreso medio bajo es de 3,865
dolares y para paises de ingresos bajos es de 939 dolares (Mattap et al., 2022). Por
otro lado, la tasa de mortalidad por demencia es muy alta ya que en el 2019 hubo
1,6 millones de muertes, de las cuales el 65% aproximadamente fueron mujeres.
Para los pacientes con EA la expectativa de vida es de aproximadamente 7 a 10
afos en personas diagnosticadas entre los 60 y los 70 afios (Health, 2021; Liang et
al., 2021).

La EA fue descrita hace mas de 100 afios, por el médico aleméan Aloysius Alzheimer,
a traveés de su paciente Agusto Deter de 51 afios, quien presentaba sintomas como

deterioro de la memoria, mania, insomnio y agitacion (Holtzman et al., 2011). Las



alteraciones morfolégicas descritas por el médico fueron placas fibrilares formadas
por el péptido B-Amiloide (BA) y la agregacion de maranas neurofibrilares (MNFs)
compuestas por la proteina tau anormalmente fosforilada (Fig.1) (Yang et al., 2016).
Como se menciona previamente, la EA estd caracterizada por la pérdida de la
memoria, desorientacién, problemas de atencidn, problemas de lenguaje,
problemas visuoespaciales, problemas ejecutivos y cambios conductuales abruptos
(Eratne et al., 2018). Estas caracteristicas estan asociadas a factores de riesgo
como el aumento de la edad, factores genéticos, traumatismos craneoenceféalicos,
enfermedades vasculares, infecciones, factores ambientales y alteraciones
neurometabolicas por lo cual se le considera a la EA como una patologia

multifactorial (Breijyeh & Karaman, 2020).

Figura 1. Marcas histopatolégicas de la enfermedad de Alzheimer. Agregados extracelulares
del péptido BA (A) y marafias neurofibrilares intraneuronales (B) Lopez-Camacho, P. Y., et al.,
2018.

Actualmente EA presenta dos formas reconocidas, la de aparicion temprana o
familiar y la de inicio tardio o esporédica. La EA familiar est4 asociada a la mutacion
de genes relacionados como la proteina precursora amiloide (PPA), la proteina tau
anormalmente fosforilada (pTau), la presenilinal (PSEN1) y la presenilina2
(PSEN2), esta forma de la enfermedad representa menos del 1% de todos los casos
y se caracteriza por que los sintomas comienzan antes de los 60 afios. Por otro
lado, la EA esporadica, es la mas frecuente y se presenta en mas del 95% de los
casos, la causa de esta forma de Alzheimer es desconocida. Sin embargo, se le ha

asociado a una combinacion de factores genéticos como la apoliproteina E4
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(ApoE4) y el receptor de células mieloides 2 (TREM2), factores ambientales
(acetilacion de histonas y metilacion del ADN) y alteraciones neurometabdlicas
(Bellenguez et al., 2020; Chouraki & Seshadri, 2014; Sims et al., 2020; L. Zhang et
al., 2020).

A pesar de que no existe un mecanismo exacto que indique como se inicia la EA,
se han generado una diversidad de hipétesis que explican una variedad de procesos
observados en la patologia, tales como, la hipotesis colinérgica, la hipotesis de la
cascada BA, la hipétesis de la agregacion de la proteina pTau, la hipotesis del estrés
oxidativo, la hipétesis excitotdxica, la hipotesis de la neuroinflamacion, la hipotesis
sobre el trastorno de la microbiota intestinal y la hipétesis de la disfuncion sinaptica.
Siendo la hipotesis de la cascada BA (péptido BA) y la de agregacion de la proteina
tau (pTau) de las de mayor peso en el desarrollo de esta patologia y las més
ampliamente estudiadas (Sharma et al., 2019; L. Zhang et al., 2020).

Agregacion del péptido BA

La hipétesis de las cascada amiloide fue propuesta en los afios 90 por Hardy y Higgings,
esta expone que la agregacion del péptido BA en oligébmeros, fibrillas y posteriormente
en placas es la principal causa desencadenante de la EA. Ya que la acumulacion
de BA lleva a una serie de eventos neurotoxicos que culminan en la
neurodegeneracion caracteristica de la patologia de tipo Alzheimer (Hardy &
Higgins, 1992).

El péptido BA es un metabolito de 4kDa, que deriva de la escisidon proteolitica de la
proteina transmembranal APP que tiene dos vias de escision, una via no
amiloidogénica y otra amilidogénica. En la primera via, la escisién ocurre por la
enzima a-secretasa, que produce dos fragmentos, la forma soluble APP (sAPPa) y
un fragmento C-terminal de APP (aAPP- CTF), posteriormente el aAPP- CTF es
cortado por la enzima y-secretasa y forma dos péptidos (P3 y AICD). Por otro lado,
en la via amiloidogénica, la escisién sucede gracias a la enzima B-secretasa que
también forma dos fragmentos. El fragmento sAPP y el fragmento BAPP-CTF, de
los cuales, posteriormente la enzima y-secretasa corta el fragmento BAPP-CTF para

asi formar el péptido BA y el péptido AICD (Nicolas & Hassan, 2014; Pearson &
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Peers, 2006) (Fig. 2).

Se sabe que la via amiloidogénica produce péptidos de 39 a 43 aminoacidos de
longitud, sin embrago, las isoformas 40 y 42 son los que mas se expresan y que
estan asociados a funciones como regulacion de vias de sefializacion, la regulacion
de la funcion sinaptica, actividad antimicrobiana, supresion de tumores y promocién
de la recuperacion de lesiones cerebrales. La expresion de BA en el cerebro esta
en las neuronas y los astrocitos, y en células fuera del cerebro como la piel, musculo
esquelético, y el epitelio intestinal. Estudios en el liquido cefalorraquideo (LCR) de
personas cognitivamente normales se encontré que la isoforma mas abundante es
la de 40 aminoacidos (2-3 ng/mL), mientras que la isoforma de 42 aminoacidos era
menor (0.75 ng/mL) (Brothers et al., 2018; Karisetty et al., 2020; Puzzo et al., 2008).
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Figura 2. Vias del procesamiento de la proteina precursora de amiloide (APP). Via no
amiloidogénica por la escision mediante la enzima a-secretasa y y secretasa (A). Procesamiento
amiloidogénico de la APP mediada por la B-secretasa y y-secretasa que generan los péptidos de
39-43 aminoacidos (B). Modificado de Nicolas y Hassan, 2014.

BA y alteraciones neurometabdlicas en la EA
Como se ha mencionado, un sello distintivo de la EA es la agregacion de BA,

diversos estudios tanto en humanos como en animales sugieren que la distribucion
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y la acumulacion de BA se relaciona con los diferentes cambios regionales en la
actividad neuronal en estadios tempranos antes de la acumulacion de placas. Estos
cambios a largo plazo sobre la actividad neuronal, podria contribuir a las diferencias
en el deposito de amiloide- en diferentes areas cerebrales, lo que podria dar lugar
a cambios metabolicos que reflejen la disfuncidon neuronal y sinéptica.

Un estudio en humanos reporto cambios metabdlicos a través de tomografia por
emision de positrones (PET), ya que hubo un aumento de glucolisis y estaba
correlaciona espacialmente con depédsitos BA. Otro estudio también muestra, datos
similares donde hay una superposicion de agregados BA con hipometabolismo en
regiones frontales y parietales en adultos cognitivamente normales. De manera
interesante, la reduccion de la materia gris coincide con un estado hipometabolico
que se acompana de agregados de BA (Andersen et al., 2021; Gorska-Ponikowska
& others, 2018).

Por otro lado, se sabe que durante la enfermedad existe un aumento de BA en el
LCR, asi como su agregacion en el cerebro (Findeis, 2007). En 1992 Hardy y
Higgins propusieron la hipotesis de la cascada BA, donde los depdsitos de BA era
la lesion principal asociada al desarrollo de la EA. Sin embargo, con el paso del
tiempo se plantea que el depdsito gradual de BA en el cerebro conduce a una
cascada neurodegenerativa que involucra inflamacion dada por un aumento de
citocinas, estrés oxidativo por el aumento de radicales libres de oxigeno, lesiéon y
perdida neuronal, todo esto causado por oligbmeros de PBA y alteraciones
neurometabolicas (Herrup, 2015; Korczyn, 2008).

Se ha demostrado que el péptido BA42 en forma de mondmeros (BA42m) y
oligdbmeros (BA420) facilita la plasticidad sinaptica y la memoria a bajas
concentraciones (2 picomolar pM < BA>2 nanomolar nM), mientras que en altas
concentraciones (BA = 20 nM) el efecto es lo contrario ya que el péptido BA tiene
un efecto hormeético (Puzzo et al., 2008, 2012).

Ademas, Guivernau y colaboradores demostraron que la nitraciéon de BA en la
tirosina 10 por peroxinitrito tiene efectos excitotoxicos (exposicion excesiva del
neurotransmisor glutamato o sobre estimulacion de sus receptores). A traves, del

uso de oligdmeros BA42 nitrados que mostraron mayor excitotoxicidad en cultivos
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neuronales del hipocampo de ratén mediante mecanismos dependientes de los
receptores N-metil-D-aspartato (rNMDA) (Guivernau et al., 2016).

Aunado a lo anterior, se sabe que BA causa una reduccion de los transportadores
de glucosa 1 (GLUT1) en los astrocitos causando fallas metabdlicas, teniendo
efectos directos con el metabolismo del glutamato-glutamina y alteraciones con la
recaptacion de glutamato (Andersen et al., 2021).

Se sabe que la isoforma BA42 en forma de oligdmeros es la mas toxica. Si embargo
un estudio en el 2018 demostrd que los efectos de BA sobre la plasticidad y la
memoria dependen de la isoforma, la agregacion y la concentracién, ya que
concentraciones de 200 nM de BA420, BA400 y BA42m deterioran la memoria y la
potenciacion a largo plazo (LTP) que es un mecanismo importante de plasticidad
sinptica que subyace a la memoria y el aprendizaje en el sistema nervioso central
(SNC) (Tim V P Bliss & Collingridge, 1993; Gulisano et al., 2018).

También, se sabe que el péptido BA, causa dafios metabdlicos a las células debido
a las alteraciones mitocondriales en las neuronas por el incremento de 6xido nitrico
(NO), especies reactivas de oxigeno y la liberacién de calcio (Gorska-Ponikowska
& others, 2018). Si bien, el péptido BA es uno de los protagonistas en la EA, este
depende de los niveles de la proteina tau, debido a que se sabe que la proteina tau
regula la estabilidad de los receptores de glutamato, ya que diversos estudios
realizados por el grupo del Dr. Lennart Mucke, han mostrado como la reduccién de
la proteina tau enddgena reduce los efectos negativos del péptido BA como el
deterioro cognitivo, la perdida de plasticidad sindptica y la reduccién de la
transmision sinaptica en el modelo hAPP/Tau” el cual se caracteriza por la
presencia de placas BA y la ausencia de la proteina tau (Roberson et al., 2007,
2011).

Busche y colaboradores en el 2019, demostraron que BA y la proteina tau tienen
efectos radicalmente opuestos ya que el raton doble transgénico (APP/PS1)
mostraba una hiperactividad en las neuronas de la corteza, mientras que un modelo
para taupatia (rTg4510) presento un silenciamiento de las neuronas. Sin embargo,
al cruzar los modelos APP/PS1+rTg4510 vieron que la hiperactividad antes vista en

el doble transgénico se habia modulado (Busche et al., 2019).
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Proteina tau y sus modificaciones postraduccionales

La proteina tau asociada a microtubulos fue descubierta en 1975 por Kirschner y
colaboradores. Esta proteina es codificada por el gen MAPT, ubicada en el
cromosoma 17g21. En el sistema nervioso central (SNC) la proteina tau se traduce
a partir de un transcripto de RNA mensajero (RNAm) y se expresan seis isoformas
debido al empalme alternativo (Wang & Mandelkow, 2016; Ye et al., 2022). La
proteina tau se divide en dos secciones, un dominio C-terminal que comprende el
dominio de repeticion (DR) de unién a microtabulos (MT) y el dominio N-terminal
gue se extiende fuera de los MT para regular el espacio de estos mismos (Fig. 3A).
En el SNC la proteina tau se localiza predominantemente a lo largo de los axones y
en el compartimento somatodendritico en condiciones fisiolégicas (Barbier et al.,
2019). Tau juega un papel central en la dinamica de los MT al regular el ensamblaje,
la organizacién espacial y el comportamiento dindmico al unirse en la interfaz de los
heterodimeros de tubulina a-B. Por otro lado, tau participa en la transmision
sinaptica a través de la dinAmica de las espinas dendriticas, ya que regular los
niveles y la actividad de la proteincinasa Fyn, la cual estabiliza los rINMDA a través
de la fosforilacion en su subunidad GIuN2 (Carosi et al., 2021; Castellani & Perry,
2019; Hu et al., 2023).

La proteina tau puede sufrir modificaciones postraduccionales, que incluyen
metilacion, acetilacién, ubiquitinacion y fosforilacion. La fosforilacién juega un papel
importante en la regulacion de las funciones fisioldgicas de tau. La isoforma 2N4R
contiene aproximadamente 85 sitios potenciales de fosforilacién (45 residuos de
serina, 35 residuos de treonina y 5 residuos de tirosina) (Fig. 3). En el cerebro
humano adulto la unién de fosfatos es de 2 a 4 moles por molécula de la proteina
tau. Por otro lado, los estudios in vitro que buscan identificar las proteinas
responsables de la fosforilacion de tau han sefialado el papel clave de las quinasas
y fosfatasas. Entre las quinasas mas destacadas se encuentran aquellas dirigidas
por prolina, como la glucégeno sintasa quinasa 3B (GSK-3B), la quinasa 5
dependiente de ciclina (cdk5), la quinasa 2 dependiente de ciclina (cdk2), la proteina
guinasa activada por mitdgeno p38MAPK, ERK/MAPK y la c-jun N-terminal quinasa
(JNK). También estan las quinasas que no son dirigidas por prolina como la proteina
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quinasa dependiente de AMPc, proteina quinasa |l dependiente de
calcio/calmodulina, la quinasa reguladora de afinidad por MT (MARK), proteina
quinasa A (PKA), PKB/AKT, PKC vy tirosina quinasa de la familia Src, c-Src, y Fyn.
En el caso de las fosfatasas estan involucradas PP1, PP2A, PP2B; PP2C, PP3 y
PP5; sin embargo, la fosfatasa PP2A muestra los efectos mas fuertes sobre la
fosforilacion de tau y representa alrededor del 70 % de la actividad de la fosfatasa
de tau (Arendt et al., 2016; A. Ittner & Ittner, 2018; Wang & Mandelkow, 2016; Ye et
al., 2022).

AT100 PHF1
T212/5214 S$396/5404
ATS AT180
$202/T205 T231
N1 [ N2 R1 R8N R3 [ R4
l< > | < > | < »| > |
1 NTD 151 RD 244 MTBD 369 CTD 441

Figura 3. Secuencia de la proteina tau y sitios de fosforilacion fisiolégicos y patolégicos.
Secuencia de la proteina tau con cuatro dominios (Dominio N-terminal, Dominio de repeticién o
abundante en prolinas, un Dominio de unién a microtibulos y un Dominio C-terminal) y sitios de
fosforilacién asociados a la patologia de Alzheimer. Modificado de Ye, H., et al; 2022 y Wang, Y.,
& Mandelkow, E; 2016

La hiperfosforilacién de tau (pTau) es un factor importante que puede modificar su
conformacioén fisiolégica y conducirla a un plegamiento y una agregacion anormal
que posteriormente produce trastornos neurodegenerativos denominados
taupatias. Se han encontrado fosforilaciones asociadas a la EA (Fig. 3). En la EA,
otro sello distintivo es la formacién de MNF conformadas por la agregacién de la
proteina pTau. Antes de la formacion de MNF, una hiperfosforilacion en el extremo
c-terminal de tau induce un autoensamblaje y conduce a la formacion de filamentos
helicoidales apareados (FHA), estos agregados dan pie a la pérdida del transporte
axonal y a la desestabilizacion de los MT. En la EA la patologia asociada a pTau
puede aparecer a una edad mas temprana que las placas de BA; sin embargo, aun
sigue en discusion esta linea de tiempo. No obstante, las etapas de Braak que
determinan el deterioro cognitivo relacionado con las estructuras cerebrales
afectadas durante el desarrollo de la EA utilizan el patron de la propagacion de la

patologia asociada a pTau. Por otro lado, la fosforilacion como la escision de tau
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son los primeros eventos que preceden a la agregacion (Muralidar et al., 2020;
Naseri et al., 2019).

Anteriormente, la proteina pTau solo se le habia relacionado con fisiopatologia de
los microtabulos del axén; sin embargo, actualmente se sabe que la proteina pTau
juega un papel importante durante la sinaptopatia que se observa durante etapas
tempranas de neurodegeneracion. Esto concuerda con lo reportado por lIttner y
colaboradores en el 2010, donde usan una tau truncada (dTau74) que solo tiene el
dominio N-terminal pero que al ser fosforilada se desacopla de la densidad
posinaptica (PSD) junto con la proteina quinasa Fyn la cual esta implicada en la
estabilizacion de PSD95 y el rINMDA (L. M. Ittner et al., 2010).

Es importante resaltar que en la EA los déficits de memoria y aprendizaje estan
dados por perdida de las estructuras sinapticas, sin embargo, Itther muestra como
el desacople de los complejos en la densidad posinaptica aminora la hiperexcitacion
dada por AB, mejora el rendimiento en la tarea y reduce la actividad epileptiforme
en este modelo de raton transgénico. Otros estudios, mostraron que el modelo
rTg4510 joven (p30-35), no presento cambios detectables en las tareas
dependientes del hipocampo, ni en la actividad locomotora. Sin embargo,
encontraron que las neuronas del hipocampo acumulaban proteina pTau y se
observan cambios en la actividad oscilatoria del hipocampo (Mondragon-Rodriguez
et al., 2021).

En resumen, la presencia de proteinas AB y pTau en los distintos modelos
transgénicos correlaciona con alteraciones neurofuncionales, lo que sugiere

potenciales alteraciones de tipo estructural.

Espinas dendriticas

Las espinas dendriticas son pequefias protuberancias de las dendritas y forman los
sitios posinapticos de la mayoria de las sinapsis excitatorias; también, la mayoria
de las sinapsis se forma entre un botén axonal y la espina dendritica. Son
estructuras altamente plasticas en su tamafio, forma y ndmero, cambian
constantemente en respuesta a la actividad neuronal. EI nimero de espinas

dendriticas varia de 1 a 10 espinas/um de longitud de una dendrita y depende del
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tipo de neurona y la etapa de desarrollo. En el cerebro maduro las espinas
dendriticas suelen tener menos de 3 um de longitud y una cabeza esférica de 0.5-
1.5 um de diametro. Un rasgo caracteristico de las espinas excitatorias es la DPS
componente de la sinapsis glutamatérgica que consta de canales idnicos,
receptores y quinasas/fosfatasas densamente empaquetadas por proteinas de
andamiaje (Chidambaram et al., 2019; Gipson & Olive, 2017; Pchitskaya &
Bezprozvanny, 2020).

Las espinas dendriticas se encuentran en una variedad de formas y tamafios que
difieren de acuerdo con las areas del cerebro donde se encuentren, los tipos de
células y las especies animales. Generalmente, se clasifican en 4 clases que son;
filopodios, rechonchas, delgadas y en hongo (Fig. 4 A), esta clasificacion es
dependiente de sus caracteristicas morfolégicas, ya que estas reflejan las
propiedades de la cabeza y el cuello. Los filopodios, por ejemplo, son
protuberancias largas y delgadas sin cabeza y su contribucién es alta en la vida
posnatal temprana y disminuye rapidamente en la edad adulta, son estructuras muy
moviles y flexibles. Las espinas rechonchas tienen el cuello muy corto y una cabeza
muy grande, predominan en etapas tempranas del desarrollo posnatal, pero
también se encuentran en pequefias cantidades en la edad adulta. Mientras que las
espinas de tipo hongo tienen una cabeza grande y un cuello corto. Estas forman
conexiones sinapticas fuertes y estables y tienen una vida util mas larga por lo que
se cree que son sitios de almacenamiento de la memoria a largo plazo. Por ultimo,
las espinas delgadas tienen cabezas pequefas y cuellos muy largos y delgados,
forman conexiones mas dinamicas que las espinas de tipo hongo y se cree que son
espinas de aprendizaje, responsables de formar nuevos recuerdos durante el
proceso de plasticidad sinaptica (Pchitskaya & Bezprozvanny, 2020; Runge et al.,
2020). Se sabe que las espinas dendriticas son los componentes mas importantes
de las sinapsis excitatorias, ademas de que su morfologia y densidad juegan un
papel crucial enla plasticidad sinaptica y por lo tanto, en los procesos de

aprendizaje y memoria (Chidambaram et al., 2019).
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Figura 4. Diversidad y estructura de las espinas dendriticas. Imagen caricaturizada donde
se representan las espinas tipo hongo (Punta de checha roja), las espinas delgadas (punta de
flecha negra), los filopodios (punta de flecha azul) y las espinas rechonchas (punta de flecha
verde) (A). Estructura de las espinas dendriticas con una densidad posinaptica (PSD, coloreado
en morado), donde se estabilizan los receptores NMDA (RNMDA), a través de un complejo
proteico formado por la proteina tau, PSD95 y proteina cinasa Fyn (punta de flecha negra) y los
receptores AMPA (RAMPA). Complejo de formado por la proteina tau, microtibulos y proteina
cinasa Fyn (punta de flecha roja) fuera de PSD (B). Modificado de Ittner, A., & Ittner, L. M; 2018
Mecanismos de formacion de la memoria
El aprendizaje como la memoria son las funciones mas complejas del cerebro,
esenciales para la supervivencia en la vida diaria de los seres vivos. El aprendizaje
es el proceso para transformar una red neuronal y adaptarse al entorno, mientras
que la memoria es el mantenimiento de la red neuronal. Desafortunadamente, aln
no se conocen con exactitud los mecanismos por los cuales la memoria se asigna
a nivel de sinapsis. Sin embargo, se cree que varias formas de plasticidad sinaptica
y el cambio persistente en la eficacia sinaptica, es el sustrato celular que subyace
al aprendizaje y la memoria; ademas, de la participacion de las dos formas de
plasticidad sinaptica la LTP y la depresion a largo plazo (LTD) que inhibe la
plasticidad sinaptica (Ma & Zuo, 2022).
En la EA se sabe que el AB42 es capaz de inhibir la LTP. Se ha demostrado que la
activacion del rNMDA en la subunidad GIuN2A tiene efectos positivos; sin embargo,
la activacion rNMDA en la subunidad GIuN2B, que se segregan en sitios
extrasinapticos, presentan efectos nocivos. En la EA la activacion de los rINMDA
GIuN2B conduce a LTD, y esto conlleva a una reduccion de las espinas dendriticas
y a una perdida sinptica (Babaei, 2021).

En un trabajo realizado por Li y colaboradores encontraron que los oligdbmeros A
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solubles facilitaron la LTD evocada eléctricamente en la region CA1 hipocampal y
que la LTD potenciada por AR estuvo mediada por la actividad del receptor
metabotropico de glutamato (rmGlu) o rNMDA (Li et al.,, 2009). Otro estudio
demostrd que las espinas postsinapticas de tipo hongo en el hipocampo del modelo
de raton de EA con la proteina precursora amiloide knock-in (APPKI) se
encontraban en menor cantidad y que esto ocurria por la acumulacion de Ap42
extracelular en medios de cultivo. También reportaron que AB42 extracelular actia
sobre activando el receptor mGIuR5 en las neuronas APPKI, lo que lleva a un
aumento de Ca 2* niveles en el reticulo endoplasmico (H. Zhang et al., 2015).

Roy y colaboradores, demostraron que al inducir una activacién optogenética a
través de un protocolo de LTP la sinapsis de las células del engrama de la
circunvolucion dentada, restauro tanto la densidad de las espinas dendriticas, asi
como la memoria a largo plazo (Roy et al., 2016). Adicionalmente, se ha reportado
la participacion de la proteina tau en la dinamica de las espinas dendriticas, esto
debido a que la proteina tau formar el complejo con la proteina fyn/PSD95, lo cual
va a regular la estabilidad de los NMDA (Fig. 4 B) (A. Ittner & Ittner, 2018; Muralidar
et al., 2020).

Plasticidad agrupada

El buen funcionamiento del cerebro requiere de la activacion coordinada de
excitacion/inhibicion ya que este fendmeno da pie a los eventos de plasticidad
neuronal, LTP y LTD, que son fundamentales en procesos de memoria y
aprendizaje. La LTP es el aumento en la eficacia de la transmision sinaptica, a
través del reclutamiento de receptores de glutamato, mientras que la LTD reduce la
eficacia de la transmisién sinaptica debido a la endocitosis de los receptores de
glutamato; adicionalmente, esta acciéon fomenta la dinamica y formacion de las
espinas dendriticas (Timothy V P Bliss & Cooke, 2011; Bosch & Hayashi, 2012).
La activacion sincronica de las espinas dendriticas con sus vecinas es muy
importante en la conectividad, ya que se sabe que estas no actian de forma
individual, sino, que son parte de una comunidad o grupo. Ademas, la

cooperatividad es fundamental en la LTP, ya que es parte del mecanismo en la
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activacion del rINMDA, el cual aumentara el nivel del calcio y dara pie a multiples
vias de sefalizacion dentro de las dendritas que a su vez coactivaran a sinapsis
vecinas, fomentando una potenciacion sinaptica multiple y por tanto la formacion de
los grupos o comunidades de espinas dendriticas (Kastellakis & Poirazi, 2019;
Mijalkov et al., 2021).

La disminucion de grupos de espinas dendriticas en cerebros de personas con la
EA, algo muy importante, demostrado en un estudio reciente, es que esta
disminucién esta asociada a la proteina pTau, ya que fueron las dendritas de
neuronas pTau positivas en el area de CALl de la formacion hipocampal las que

presentaron esta disminucion (Mijalkov et al., 2021).

Formacion hipocampal

La formacién hipocampal (FH) se encuentra dentro del I6bulo temporal medial y es
una estructura clave del sistema nervioso central (SNC) en los mamiferos. Su
organizacion sigue un circuito que dirige el flujo de informacién en una sola
direccion. Esta formacion estd compuesta por cuatro areas principales: la corteza
entorrinal (CE), el giro dentado (GD), el hipocampo (HP) y el subiculo (Sub) (Witter,
2012).

El hipocampo se divide en tres regiones conocidas como cornu Ammonis (CAl, CA2
y CA3). Cada una de estas regiones contiene diferentes capas como la capa Oriens
(EO) la cual alberga las dendritas basales, que reciben sefales de las neuronas
excitatorias cercanas de CAS3, la capa Pyramidalis (EP) es donde se encuentran los
cuerpos celulares (somas) de las neuronas excitatorias y la capa Radiatum (ER)
contiene las dendritas apicales, que reciben informacion tanto de las neuronas de
CA3 mas distantes como de conexiones talamo-corticales (Khalaf-Nazzal & Francis,
2013; Spruston, 2008).

La FH desempefia un papel crucial en funciones cognitivas como la navegacion
espacial, la memoria espacial y la memoria episodica. Esto es gracias a la manera
en que la informacion fluye a través de sus diferentes componentes: desde las
capas superficiales de la corteza entorrinal (CE) hacia el giro dentado (GD), luego

al hipocampo (HP), y finalmente, regresa a la capa V de la CE mediante dos vias:

21



la directa (CA1-CE) o la indirecta (Sub-CE) (Roy et al., 2017).

La conectividad dentro del circuito es esencial, ya que permite almacenar y
recuperar los recuerdos. Sin embargo, cuando hay alteraciones en estas estructuras
0 en su comunicacion, pueden surgir problemas asociados a enfermedades
neurodegenerativas (Ahmed et al., 2018; Lee & Kim, 2022).

En la EA, la FH es una de las primeras regiones afectadas. La muerte neuronal en
esta area, particularmente de las neuronas piramidales, provoca cambios en la
conducta y deterioro cognitivo. Uno de los signos iniciales es el dafio causado por
los depdsitos de AB, que preceden a la formacién de ovillos neurofibrilares (MNFs)
(Braak & Braak, 1991).

Un estudio de tomografia por emision de positrones (PET) utilizando el radiotrazador
BE-AV-1451, que evalla la fosforilacién de tau, encontr6 que los pacientes con
Alzheimer muestran mayor acumulacion de tau en regiones corticales. Ademas,
esta acumulacién aumenta a medida que empeora la funcion cognitiva global. De
manera especifica, las funciones de memoria visual y verbal estan asociadas con la

cantidad de tau en las regiones temporales mediales (Cho et al., 2016).

Modelo 3xTg-AD

Existen numerosos modelos transgénicos utilizados para estudiar la EA, siendo los
ratones una herramienta clave en la investigacion de su fisiopatologia. Esto se debe
a que los ratones comparten un alto grado de similitud genética con los humanos,
especialmente en lo que respecta a la estructura y funcién del hipocampo y la CE.
Estas areas son esenciales para la memoria espacial y episédica, que suelen verse
afectadas durante la progresion de la EA. Sin embargo, hasta el momento, no se ha
desarrollado un modelo que reproduzca por completo todos los aspectos de esta
enfermedad. Ademas, es importante tener en cuenta las limitaciones de extrapolar
datos de modelos animales a humanos, ya que estos modelos reflejan con mayor
precision la EA de tipo genético o de dominancia autosémica (Hall & Roberson,
2012).

A pesar de estas limitaciones, los modelos transgénicos han sido fundamentales
para explorar el desarrollo de estrategias terapéuticas y comprender mejor tanto el

curso de la enfermedad como su fisiopatologia (Elder et al., 2010). Los ratones
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transgénicos, que expresan altos niveles de la proteina APP humana, muestran
varios sintomas y procesos caracteristicos de las etapas iniciales de la EA. Modelos
como Tg2576, APP23, APP/PS1 y 5xFAD han sido ampliamente utilizados en la
investigacion, aunque el modelo 3xTg-AD destaca como uno de los que presentan
mayor validez de construccion (Bilkei-Gorzo, 2014).

El modelo 3xTg-AD, desarrollado por Oddo y colaboradores en 2003, se cre0
mediante la microinyeccion de transgenes humanos APP695-Swe y tau-P301L en
embriones modificados con el gen PS1-M146V. Este modelo reproduce de manera
progresiva la formacion de placas extracelulares amiloides y taupatias, siguiendo
un patrén especifico en cuanto al tiempo y la region afectada, lo que lo hace muy
similar a la EA humana (Oddo, Caccamo, Shepherd, et al., 2003).

En el ratdn transgénico 3xTg-AD, las lesiones neuropatolégicas comienzan con
depdsitos de BA en la corteza, que luego se extienden al subiculo y posteriormente
al hipocampo. Los agregados intracelulares pueden detectarse desde los 3 meses
en la neocorteza, mientras que los agregados extracelulares se hacen evidentes a
los 12 meses en la corteza y el hipocampo. En cuanto a la proteina tau, sus
alteraciones empiezan a desarrollarse en el primer mes en la formacién hipocampal,
particularmente en células piramidales e interneuronas. Tanto la acumulacion de BA
como las taupatias evolucionan de manera progresiva, dependiendo de la edad y la
region afectada. Ademas, este modelo presenta alteraciones en la funcién eléctrica
de las neuronas desde el primer mes y problemas de memoria a los 10 meses, como
se observa en pruebas conductuales como el laberinto acuatico de Morris, que
evalla funciones dependientes del hipocampo. También se ha registrado una
pérdida de espinas dendriticas a los 4 meses en la corteza y a los 13 meses en
neuronas cercanas a las placas A (Mondragén-Rodriguez et al., 2018; Morin et al.,
2016; Xu et al., 2022) (Fig. 5 A-B).
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Figura 5. Modelo murino para la enfermedad de Alzheimer 3xTg-AD. Modelo murino con
fondo genético para Presenilina 1 (PS1, gen que expresa y-secretasa) y dos transgenes
microinyectados (APP, recuadro amarillo y tau, recuadro azul) (A). Caracteristicas
histomorfologicas como agregados del péptido BA eb forma de placas (anti-BA-42), MNF (anti-
AT180) e inflamacidn marcada por astrogliosis (anti-GFAP) y microglia (anti-lbal) (B). Modificado
de Oddo et al. 2003.
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JUSTIFICACION

La EA es una patologia que hasta el momento no cuenta con estrategias
farmacoldgicas que sean capaces de frenar el proceso de neurodegeneracion. Por
otro lado, las marcas histopatoldgicas como lesiones constituidas por BA, presentes
en hipocampo estan fuertemente asociadas a las alteraciones cognitivas debido a
la hiperexcitacion neuronal y a la pérdida de las espinas dendriticas. De manera
importante, datos de nuestro laboratorio y otros, sugieren que la proteina pTau
modula la estabilidad de los rNMDA en la sinapsis excitatoria evitando la
excitotoxicidad, a través de la pérdida de espinas. Ademas, se ha reportado de la
perdida de comunidades de espinas y la organizaciéon de las espinas a lo largo de
las dendritas de neuronas piramidales pTau+. Sin embargo, no existe evidencia de
que este fendbmeno exista durante etapas tempranas (preclinicas) del proceso de
neurodegeneracion. Considerando lo anterior, se propone caracterizar las espinas
dendriticas, evaluar el nUumero de comunidades y la distribucion en neuronas en del

area de CA1 hipocampal en ratones 3xTg-AD de dos meses de edad.
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HIPOTESIS

Existira una reduccion de espinas dendriticas, en las comunidades y su distribucion
en las neuronas del area CA1 hipocampal en los ratones 3xTg-AD de dos meses de
edad.

OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar si existen cambios en el numero y el tipo de espinas dendriticas, asi como
en el numero y el grado de agrupacion de sus comunidades, en el area CA1l del

hipocampo de ratones transgénicos 3xTg-AD de dos meses de edad.

Objetivos Particulares

1. Cuantificar el numero total y tipo de espinas dendriticas de neuronas
piramidales en el area de CA1 hipocampal de ratones triple transgénicos de

dos meses de edad.

2. Cuantificar el numero de comunidades de espinas dendriticas en el area de

CA1 hipocampal de ratones triple transgénicos de dos meses de edad.
3. Determinar el grado de agrupacién de las comunidades de espinas

dendriticas en el area de CA1 hipocampal de ratones triple transgénicos de

dos meses de edad.
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MATERIAL Y METODOS

Animales

Los experimentos se realizaron en ratones con una edad de 2 meses. Todos los
procedimientos fueron realizados de acuerdo con el comité de bioética del Instituto
de Neurobiologia de la UNAM bajo el protocolo No. 050, para el uso de animales en
la investigacion cientifica. En la Unidad de proteogendmica del Instituto de
Neurobiologia de la UNAM y de acuerdo con el protocolo de genotipificacion de los
Laboratorios Jackson, se confirmé mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR por sus siglas en inglés) el genotipo de cada uno de los animales empleados.
Se utilizaron ratones macho del modelo transgénico 3xTg-AD que expresan las
mutaciones en el gen APP para el péptido A, en MAPT P301L para la proteina Tau
y en PSEN1 M146V para las enzimas secretasa y, asi como ratones que no
expresan la mutacién (No-Tg). El uso de animales se realiz6 de acuerdo con la
norma NOM- 062-Z00-1999 (especificaciones técnicas para la produccioén, cuidado
y uso de los animales de laboratorio). Los sujetos se mantuvieron bajo condiciones
de bioterio, una dieta para ratén (Purina Chow férmula 5001), agua ad libitum, a una
temperatura entre 20 — 25°C, humedad de 40 — 70% vy ciclo de luz/oscuridad de 12
h.

Tincién Golgi-Cox

En el caso de la técnica de Golgi-Cox rapido, los animales fueron llevados a punto
final humanitario tras una inyeccion letal (0.22ml/kg) intraperitoneal de pentobarbital
sodico. Después fueron perfundidos intracardiacamente utilizando una solucion
buffer fosfato salino (PBS con un pH de 7.4) y paraformaldehido (PFA al 4%) para
fijar. Se extrajo el cerebro y se posfijo durante 1 hr. en PFA 4%. Transcurrido el
tiempo se colocaron los tejidos en las soluciones para la tincion de Golgi-Cox.

La tincién de Golgi-Cox rapido se realizé utilizando el kit FD Rapid GolgiStain™ (FD
NEUROTECHNOLOGIES, INC.), el cual incluye 5 soluciones (A, B, C, Dy E). Los
cerebros fueron colocados en una combinacién de solucién Ay B (1:1) durante 24
hrs. Después de las 24hrs. se les cambio a una solucion nueva de A+B (1:1) por 48
hrs. Posterior a las 48hrs. se colocaron en solucion C durante 11 dias. Pasados los

11 dias, los cerebros fueron puestos en una solucion de PBS+sacarosa al 30% a
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temperatura ambiente durante 1hr. y después se les cambio a una solucion nueva
de sacaros al 30% y se les dejo durante 2-3 dias a temperatura ambiente.

Los cerebros fueron cortados coronalmente en secciones de 90-100 um en un
vibratomo, y fueron recogidos y almacenados en solucion PBS. Posteriormente los
tejidos fueron revelados usando una combinacion de solucion D+E+H20d (1:1:1) del

kit durante 10 min.

Analisis cuantitativo de las espinas dendriticas

Se aplicaron dos enfoques para evaluar el numero y la densidad de espinas
dendriticas en secciones tefiidas con Golgi. Las areas del Estrato Oriens (E.O) del
CAL1 hipocampal se definido usando un objetivo de 10x y las espinas se contaron
utilizando un objetivo 100x/1.4. La densidad de las espinas (nUmero de espinas por
20 ym de longitud de dendrita) se calcul6 en células piramidales del CA1 (3-4 células
por cerebro). Las células bien impregnadas se capturaron con un equipo Nikon
eclipse Ci equipado con una camara Nikon digital sight (DS-Vil). Las imagenes de
gran aumento (lente de aceite de 100 x/1,4) permiti6 visualizar todas las espinas de
un segmento dendritico determinado. Los datos se agruparan por animal. Las
espinas se clasificaran por tamafio y forma (hongo, delgadas, rechonchas y
filopodio).

Comunidades de espinas dendriticas

Para el analisis de las comunidades de espinas dendriticas se modelo cada dendrita
representada por un conjunto de nodos y bordes, donde los nodos representan los
elementos del grafico (espinas dendriticas) y los bordes indican la fuerza de
asociacion entre los elementos, se tomaron en cuenta dos parametros importantes
caracteristica de extensién comunitaria y coeficiente de agrupacion.
Caracteristica de extensién comunitaria (CEC)

Estudia como los nodos (espinas) se agrupan en comunidades, los cuales estan
altamente conectados dentro de la red (dendrita), usando principalmente una
métrica de modularidad que es una medida que compara la densidad de conexiones
dentro de una comunidad con la de un grafo aleatorio.

Coeficiente de agrupacion

Es una métrica que mide la probabilidad de que vecinos de un nodo estén
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fuertemente conectados entre si.

Este coeficiente, varia de 0 y 1, donde 1 representan nodos que forman parte de
una comunidad cerrado, mientras que O representa un nodo o comunidad mas
dispersa. Para este andlisis se us6 lenguaje de programacién (Python), en el cual se hizo
una matriz de adyacencia que es una representacion mateméatica de un grafo. En este caso
se uso para representar matematicamente una espina usando la paqueteria de networkx
gue extrae la matriz de adyacencia. Para el andlisis de la CEC se usé la paqueteria

community-louvain y para la mediciéon del coeficiente de agrupacién se usoé la paqueteria
de networkx.

Analisis estadistico

Se aplicd la prueba de Kolmogorov-Smirnov para determinar si los datos son
normales. Posteriormente se aplico la prueba paramétrica t-student, para realizar
comparaciones entre los dos grupos (numero total de espinas y con el tipo de
espinas en las diferentes areas) y para las diferencias entre las comunidades de las
espinas dendriticas tomando un valor de p<0.05.
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Resultados

Las espinas rechonchas se encontraron alteradas en el modelo 3xTg-AD
joven

Para determinar si habia diferencias entre el nUmero de espinas totales y el tipo de
espinas basales en el ratbn NoTg (Fig. 6A) vs 3xTg-AD (Fig. 6B) en edades
tempranas (8 semanas de edad), se utilizo la técnica de Golgi cox (Du, 2019).

Los resultados no evidenciaron alteraciones significativas con respecto al numero
total y el tipo de espinas dendriticas evaluadas en la regiéon CA1 del hipocampo (Fig.
6C y 6D). Cuando se evaluaron los distintos tipos de espinas, hongo, delgadas y
filopodio no mostraron diferencias significativas cuando se compararon
directamente estructuras homologas entre animales NoTg y 3xTg-AD (NoTg=
56.331+2.9, 3xTg-AD= 50+4.93 p=0.165), espinas hongo (NoTg = 30+0.57, 3xTg-
AD= 24.67+2.9 p=0.07), espinas delgadas (NoTg= 19.33+2.18, 3xTg-AD=
20.67+7.21 p= 0.5) (Fig. 6C), espinas filopodio (NoTg= 2.33+0.33, 3xTg-AD=
1.67+0.33 Fig. 6D). De manera importante, en el caso de las espinas rechonchas
hubo diferencias significativas encontrdndose una disminucion en los ratones 3xTg-
AD cuando se comparo directamente con el grupo control (NoTg= 4.67+0.33, 3xTg-
AD= 3+0.57 p=0.033 Fig. 6D). En resumen, se demuestra que hay alteraciones
neuroanatomicas a nivel de espinas tipo rechonchas en ratones 3xTg-AD de 2

meses de edad.
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Figura 6. Comparaciéon de espinas dendriticas. Imagenes representativas donde se muestran
las diferentes formas de espinas dendriticas (A-B). Los triangulos rojos (E. Hongo), triangulos
naranjas (E. Delgadas), triangulos amarillos (E. Rechonchas) y triangulo verde (E. Filopodio).
Comparacion entre el total de espinas y el tipo de espinas entre el modelo NoTg vs 3xTg-AD (C-
D). Los datos muestran la media + desviacion estandar. N=3 ratones por grupo y 5 neuronas por
raton. *P<0.05; t-student.

El numero y estructura de comunidades dendriticas no se encontr6 alterado
en los ratones 3xTg-AD jovenes

Para evaluar el numero de comunidades formadas por las espinas dendriticas, se
tomaron dendritas basales (Fig. 7A, NoTg, n = 4; 3xTg-AD, n = 6). Para calcular la
fuerza de conexién, cada espina represento un nodo y su borde la fuerza de
conexion entre las espinas (Fig. 7B). Las comunidades fueron estimadas con base
a la conexion entre las espinas, que es proporcional a su cercania y se calcul6
usando la distancia inversa entre las espinas a lo largo de la dendrita como se
muestra en la figura 7B. Los grafos se representaron en una matriz de adyacencia
(Fig. 7C), y por ultimo cada elemento en la matriz, se representdé como la fuerza de
conexion entre cada elemento (nodos en la fila y columna) de los ratones NoTg y
los 3xTg-AD (Fig. 7E), todo esto se realiz6 con el fin de analizar las comunidades
de espinas dendriticas a través de la CEC. De manera importante, cuando se evalué

la CEC no se detectaron alteraciones en los ratones 3xTg-AD jovenes.
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Figura 7. Representaciéon del analisis de las comunidades de espinas dendriticas en el
modelo NoTg y 3xTg-AD. Imagen representativa de una neurona piramidal y sus diferentes
dendritas (A), recuadro rojo representa una seccion de la dendrita basal tomada para el estudio.
Imagen representativa de una dendrita basal, las espinas o nodos representados en colores (rojo,
amarillo, azul y café), las flechas representan el calculo de la fuerza de conexion entre pares de
espinas, que es proporcional a su cercania fisica (ejemplo, di es la distancia entre la espina o
nodo 2y 3y dio entre espina o nodo 7 y 8 y la fuerza respectiva es de 1/d1 0 1/d10) (B). el grafico
resultante se representa como una matriz de adyacencia para los ratones NoTg y 3xTg-AD (C-
E).

La conectividad de comunidades dendriticas no se encontro alterada en los
ratones 3xTg-AD jovenes

Posteriormente, evaluamos si el modelo 3xTg-AD presenta un ndmero menor de
comunidades estrechamente conectadas entre si, debido a que entre mas
agrupadas estén (cercano a 1), hay una menor probabilidad de activar o
comunicarse con sus comunidades vecinas, mientras que menos agrupada
(cercano al 0), significa una distribucién mas uniforme y con la capacidad de tener
una actividad con sus comunidades vecinas. Para esto se midio el coeficiente de
agrupacion. En la Fig. 8A, mostramos el promedio de las estructuras comunitarias
por dendrita de ambos grupos (NoTg- Azul y 3xTg-AD- Rojo). En la Fig. 8B se
muestra el promedio del grupo para cada condicion (NoTg= 8.5+0.82, 3xTg-AD=
8.33+0.19 p= 0.8), lo que sugiere que las comunidades no son pequefias ni

compactas en el modelo 3xTg-AD.

Figura 8. Caracteristica de extension comunitaria. Las medias de las comunidades por
dendritas (A). Diagrama de caja con los promedios de grupo para CEC (B). Los bordes inferior y
superior de los diagramas de caja indican los percentiles 25y 75 de los datos, respectivamente.
Los bigotes se extienden hasta los puntos de datos méas grandes y pequefios. Los datos muestran

la media + error estdndar. N=6 dendritas por grupo.
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No se encontraron cambios en el coeficiente de agrupacion

Por ultimo, analizamos la distribucion del coeficiente de agrupacion (Fig. 9A). Los
datos obtenidos de este estudio muestran el promedio del coeficiente de agrupacion
por dendrita en ambos grupos (NoTg-Azul y 3xTg-AD-Rojo). En la Fig. 9B se
muestra el promedio del grupo para cada condiciéon (NoTg= 0.04+0.0012, 3xTg-
AD= 0.04+0.0012; p= 0.8). En resumen, estos datos sugieren que en ambas
condiciones la organizacion de las espinas se encuentra en una distribucion

uniforme a lo largo de la dendrita.
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Figura 9. Coeficiente de Agrupacién. Las medias del coeficiente de agrupacion por dendrita
(A). Diagrama de caja con los promedios de grupo para el coeficiente de agrupacion (B). Los
bordes inferior y superior de los diagramas de caja indican los percentiles 25 y 75 de los datos,
respectivamente. Los bigotes se extienden hasta los puntos de datos mas grandes y pequefios.
Los datos muestran la media + error estdndar. N=6 dendritas por grupo.
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Discusion

Los mecanismos que dan origen al desarrollo de la EA aun son desconocidos. Sin
embargo, se ha propuesto que estos mecanismos implicados en la patologia
comienzan en etapas tempranas de la enfermedad (Holtzman et al., 2011). En el
presente estudio se analizaron los cambios estructurales de las espinas dendriticas
en el modelo 3xTg-AD de dos meses de edad. El analisis se enfocé en cuatro
paradmetros: a) numero de espinas, b) tipo de espinas, ¢) nimero de comunidades
y d) la distribucién de estas comunidades a lo largo de la dendrita basal en
segmentos terminales de neuronas piramidales del area CA1 hipocampal (Fig. 6 -
9). Las espinas basales representan un 35 % de la longitud total dendritica de
neuronas de CA1, estas dendritas reciben informacién proveniente de las neuronas
de CA3 y CA2 (Piskorowski & Chevaleyre, 2012). De manera importante se ha
evidenciado que en el modelo 3xTg-AD la agregacion BA es progresiva,
comenzando en el subiculo y extendiéndose hacia el area de CA1 del hipocampo
(Oddo, Caccamo, Kitazawa, et al., 2003). Adicionalmente, en nuestro grupo de
trabajo reportamos que el modelo 3xTg-AD de dos meses de edad se caracteriza
por un incremento de agregados de proteina tau anormalmente fosforilada (pTau+)
en neuronas hipocampales. Los incrementos en pTau+ correlacionaron con
alteraciones en los patrones de actividad eléctrica oscilatoria (Mondragon-
Rodriguez et al., 2018). Estas alteraciones estan correlacionadas con pérdida de
respuestas cognitivas.

Las espinas dendriticas son las estructuras que soportan la actividad eléctrica a
través de los canales ibnicos acoplados en la superficie de estas (Chidambaram et
al., 2019). Los receptores a glutamato participan en memoria, aprendizaje y diversas
respuestas de tipo cognitivo (Babaei, 2021). Uno de los méas importantes en el
receptor de N-metil-D-aspartato (rNMDA). Nuestro grupo de trabajo reporto que la
proteina tau regula la estabilizacion de estos receptores, ya que la proteina tau
forma un complejo proteico (tau-PSD95-Fyn) dentro de la densidad posinaptica que
va a fosforilar las subunidades de los rNMDA lo cual permite su estabilizacion
(Mondragdén-Rodriguez et al., 2013; Mondragén-Rodriguez, Perry, et al., 2012;

Mondragon-Rodriguez, Trillaud-Doppia, et al.,, 2012). La activacion como la
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inhibicion de los rNMDA estd implicada en la remodelacién de las espinas
dendriticas a través de dos tipos de plasticidad sinaptica LTP y LTD que controlan
la fuerza de conexion sinaptica (France et al., 2022). Gracias a este fendmeno son
considerados como correlatos neurales en la codificacion de memoria (France et
al., 2022).

En la EA se ha reportado que existe una reduccion del nimero de sinapsis (Scheff
et al., 2007). En el mismo sentido, se ha reportado una reduccion de espinas
dendriticas totales en el modelo 3xTg-AD a la edad de 7 meses de edad (Xu et al.,
2022). En nuestro estudio, encontramos una reduccion significativa en el nimero de
espinas rechonchas y una tendencia en la reduccion de las espinas tipo hongo (Fig.
6). Estos hallazgos contribuyen a explicar las alteraciones de actividad oscilatoria
(Theta) en edades tempranas (Mondragon-Rodriguez et al., 2018). Ademas, se ha
reportado que las espinas rechonchas son parte de las espinas tipo hongo, las
cuales estan relacionadas con los procesos del almacenamiento de la memoria, asi
también, se ha comprobado que ambas estructuras comparten similitudes a nivel
de proteinas relacionadas con la plasticidad y la conectividad neuronal (Helm et al.,
2021; Pchitskaya & Bezprozvanny, 2020; Runge et al., 2020).

A nivel molecular, estas alteraciones podrian asociarse a la fosforilacion y la
agregacion de la proteina tau en etapas tempranas. Especificamente, los
incrementos de pTau en células de estructuras hipocampales (Mondragén-
Rodriguez et al., 2018). Hoy sabemos que incrementos en los niveles de pTau
causan un desacople del complejo proteico (tau-Fyn-PSD95) implicado en la
estabilizacion de los receptores NMDA (A. Ittner & Ittner, 2018; Mondragon-
Rodr\\iguez, Trillaud-Doppia, et al., 2012).

Este estudio es el primero en evaluar las comunidades de espinas dendriticas en
modelos animales, principalmente en el modelo 3xTg-AD y NoTg a la edad de dos
meses, utilizando algoritmos de programacion para evaluar el numero de
comunidades y su estrechamiento (Mijalkov et al., 2021).

La hipotesis de la plasticidad agrupada menciona, que las espinas dendriticas
forman parte de un grupo o comunidad y no actian de forma individual, el

agrupamiento en comunidades de espinas va a favoreces una sinapsis mas fuerte
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y estable, capaz de ejercer que sus comunidades vecinas puedan activarse ante los
estimulos (Kastellakis et al., 2015; Kastellakis & Poirazi, 2019). Se ha reportado una
perdida tanto del nimero de comunidades como de la distribucion de las espinas a
lo largo de la dendrita en células pTau+ (Mijalkov et al., 2021). Este hallazgo es
importante ya que estd elucidando un posible mecanismo que podria estar
participando en el inicio de la EA relacionado con la hiperfosforilacion de la proteina
tau.

Los patrones de activacion en conjunto o grupo de espinas estan determinados por
sitios a lo largo de la dendrita, se sabe que los compartimentos distales de la
dendrita son las zonas principales en donde se da esta cooperatividad en las
espinas promoviendo la formaciéon de conjuntos o comunidades de espinas
funcionales (Weber et al., 2016).

Con respecto a esto, nosotros no encontramos cambios significativos en el nimero
de comunidades de espinas entre los grupos NoTg vs 3xTg-AD (Fig. 8), esto sugiere
gue ha esta edad los ratones 3xTg-AD mantienen comunidades estables de espinas
a pesar de la disminucion de espinas rechonchas. De igual manera, no encontramos
cambios significativos en la distribucion o estrechamiento de las comunidades de
espinas (Fig. 9), lo que sugiere que las comunidades de espinas del ratdbn 3xTg-AD
aun tienen la capacidad de activar o interactuar con sus comunidades de espinas
vecinas, a pesar de alteraciones de la actividad oscilatoria. En conjunto esto
concuerda con lo reportado por Ramona Belfiore y colaboradores en el 2019, donde
muestran que estos ratones no presentan alteraciones conductuales a los dos
meses (Belfiore et al., 2019).

Es importante mencionar que se ha estudiado la perdida de espinas dendriticas en
diversos modelos que imitan la EA (Spires-Jones & Knafo, 2012). Sin embargo, el
modelo 3xTg-AD es uno de los mas importantes ya que imita la enfermedad de
forma espacial y temporal a los cambios en las proteinas asociadas (Ap-tau),
alteraciones electrofisiologicas y cambios conductuales. También, se ha
demostrado que presenta disminucion de espinas en etapas tardias que van desde
los 7 meses y que estos cambios correlacionan muy bien con cambios conductuales

aunados a reducciones de proteinas asociadas a la sinapsis (PSD95, GIuR1 y
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sinaptofisina) (Xu et al., 2022).

En resumen, el presente trabajo evidencio que este modelo presenta una reduccion
significativamente de las espinas rechonchas en etapas tempranas que correlaciona
con incrementos en los niveles de ptau y alteraciones de los ritmos oscilatorios,
relacionados con procesos de aprendizaje y memoria. Todo esto sugiere que en las
etapas prodromicas de la enfermedad de Alzheimer hay una alteracion temprana
tanto estructural como funcional que podria preceder a la pérdida de espinas mas

finas y a la degeneracion neuronal caracteristica de los estadios mas avanzados.

Conclusién

En conclusion, se encontré una disminucion significativa en las espinas rechonchas
y una tendencia a la disminucién de las espinas tipo hongo y en el total de las
espinas en los ratones 3xTg-AD a la edad de dos meses de edad. No encontramos
cambios en el nimero de comunidades de espinas dendriticas ni en su distribucion.
Sin embargo, el tamafio de muestra fue relativamente pequerio, o que pudo haber
limitado las diferencias significativas en el total de espinas y en las espinas tipo hogo
ya que podemos observar una tendencia de una reduccién de espinas en el modelo
3xTg-AD. Por otro lado, la técnica utilizada, Golgi Cox, para el estudio de las
comunidades y su agrupamiento limité de manera importante la obtencion de
resultados mas claros, ya que en el trabajo del cual se extrajo la idea de evaluar las
espinas de esta manera, se realiza mediante la técnica electroporacion de

fluorescencia.
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