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Resumen

Los transportadores SNAT pertenecen a la familia SLC38 y participan en el
cotransporte de aminoacidos neutros y sodio. Esta familia se divide en dos sistemas:
el sistema A que es de tipo electrogénico y el sistema N que es de tipo electroneutro.
Dentro del sistema A, se encuentra a los transportadores SNAT1 y SNAT2. Estos
transportadores en el cerebro se localizan principalmente en neuronas. Su funcion
radica en la internalizacion de glutamina, a partir de la cual se sintetizaran los
neurotransmisores: glutamato y GABA. En la Enfermedad de Alzheimer la
comunicacién neuronal se encuentra alterada y la pérdida de sinapsis es el factor
que mejor correlaciona con el grado de severidad de la patologia. Debido a que la
comunicacién neuronal depende de la sintesis y la liberacién de neurotransmisores,
en este proyecto se estudio el estado de los transportadores SNAT1 y SNAT2 en
las neuronas de los modelos transgénicos que desarrollan marcadores de la
patologia tipo Alzheimer, el ratébn Tg4510 y el 3xTg-AD, en etapas iniciales de la
patologia (1 mes de edad). Mediante inmunohistoquimicas se evaluaron los niveles
de expresion del transportador SNAT1 y SNAT2 en la formacién hipocampal y la
corteza retroesplenial de ambos modelos. Los resultados revelaron una disminucién
significativa en los niveles de expresion del transportador SNAT1 y SNAT2, a lo
largo de la formacion hipocampal y en la corteza retroesplenial del ratén Tg4510.
En el ratbn 3xTg-AD detectamos un decremento significativo en los niveles de
expresion de SNATL1 en la region del giro dentado, subiculum y en la corteza
retroesplenial, mientras que los niveles de expresion del transportador SNAT2 se
encontraron disminuidos en la region CA1, CA2, CA3y giro dentado del hipocampo
y en la corteza retroesplenial. Nuestros resultados sugieren que los transportadores
SNAT1 y SNAT2 al estar disminuidos en etapas iniciales de la patologia tipo
Alzheimer, estan asociados a un desbalance en los niveles de glutamina, lo que
podria estar relacionado con alteraciones de la respuesta sinaptica que se observa
en etapas tempranas del desarrollo de la patologia.

Palabras clave: Enfermedad de Alzheimer, SNAT1, SNAT2, hipocampo, corteza

retroesplenial, Tg4510 y 3xTg-AD.



Summary

Sodium-coupled Neutral Amino acid Transporters, SNAT1 and SNAT2, are capable
of transporting glutamine across the plasma membrane of neurons. Glutamine is the
precursor of the two most important neurotransmitters: glutamate, an excitatory
neurotransmitter, and GABA, an inhibitory neurotransmitter. Of relevance,
neurotransmitter imbalance is one of the main hallmarks of Alzheimer’s disease. In
the present work we aim to evaluate the status of the transporters SNAT1 and
SNAT2 in the hippocampal formation and retrosplenial cortex of 1-month-old Tg4510
and 3xTg-AD mice. We performed immunohistochemistry to detect intensity and
distribution of SNAT1 and SNATZ2 immunoreactivity. SNAT1 and SNAT2 were found
in neuronal soma and proximal dendrites. Intensity was found significantly
decreased in the hippocampal formation and retrosplenial cortex of 1-month-old-
Tg4510 mice. In 3xTg-AD, dentate gyrus, subiculum and retrosplenial cortex
exhibited lower levels of SNAT1, while SNAT2 showed lower levels in CA1, CA2,
CA3, dentate gyrus and retrosplenial cortex. Collectively, our results showed that
SNAT1 and SNAT?2 are affected during early stages of Alzheimer’s disease, which
could contribute to the glutamine imbalance that could be associated with synapses
disturbances seen in early stages of the disease.

Keywords: Alzheimer's disease, SNAT1, SNAT2, hippocampus, retrosplenial
cortex, Tg4510 and 3xTg-AD.
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1. Introduccién

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una de las formas mas comunes de demencia
que representa hasta el 70% de todos los diagndsticos de demencia (Reitz y
Mayeux, 2014). Es una enfermedad de tipo neurodegenerativa, progresiva e
irreversible (Qiu et al., 2009). A nivel neuropatolégico los indicadores principales de
la EA son las placas de beta amiloide (BA) y las marafias neurofibrilares (MNF)
compuestas de la proteina tau anormalmente hiperfosforilada (Sun et al., 2018).
Diversas investigaciones han demostrado que tanto el BA como tau hiperfosforilada
(pTau) afectan la transmision sinaptica y consecuentemente conducen a la pérdida
de sinapsis (Canter et al., 2016). De manera relevante se sabe que la pérdida de
sinapsis es un factor que correlaciona fuertemente con la demencia y los sintomas
que presentan los pacientes que desarrollan la EA (Spires-Jones y Hyman, 2014).
En particular, se sabe que las regiones que presentan mayor pérdida de neuronas
durante el curso de la EA son la neocorteza y el hipocampo, por lo que las funciones
cognitivas asociadas a estas regiones, como lo son la memoria y el aprendizaje, se
ven comprometidas (Arendt, 2009; Kandel et al., 2014). Aungue no se conocen con
precision los mecanismos responsables de la pérdida de sinapsis que se observan
en la EA, se ha reportado que el péptido BA puede aumentar la excitabilidad del
circuito hipocampal (Palop et al., 2007). Este aumento en la excitabilidad conduce
a un desbalance en los niveles de neurotransmisores que afecta la respuesta
neuronal (Palop et al., 2007).

Una de las familias de transportadores involucrados en la regulacion de los niveles
de excitabilidad de los circuitos neuronales es la familia transportadora de solutos
38 (SLC38 por sus siglas en inglés) (Broer, 2014). En las neuronas se encuentran
dos transportadores miembros de esta familia SLC38, el transportador de
aminoacidos neutros acoplado a sodio 1 (SNAT 1 por sus siglas en inglés) y el
transportador de aminoacidos neutros acoplado a sodio 2 (SNAT2 por sus siglas en
inglés) (Broer, 2014). Estos transportadores tienen afinidad por distintos

aminoacidos como alanina, asparagina, cisteina, glicina, metionina, serina y en
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particular, por la glutamina (Mackenzie y Erickson, 2004). La glutamina es un
aminoacido primordial para el Ciclo Glutamato/GABA-Glutamina (CGG) que regula
la excitabilidad de los circuitos (Leke y Schousboe, 2016). Lo anterior debido a que
en este ciclo la glutamina es transferida de los astrocitos hacia las neuronas, para
que asi éstas Ultimas puedan tener un abastecimiento adecuado de glutamina que
les permita sintetizar a los principales neurotransmisores: GABA (acido gamma
amino-butirico) y glutamato (Bak et al., 2006). Actualmente no se conoce el estado
de los transportadores SNAT1 y SNAT2 durante el curso de la EA, se ha evaluado
el efecto del péptido BA en cultivos neuronales in vitro y se observo un decremento
en la expresion de SNAT1 (Buntup et al., 2008). Sin embargo, no se ha estudiado a
los transportadores SNAT en las neuronas de modelos transgénicos que desarrollan

los marcadores histopatologicos de la EA.

2. Antecedentes

2.1 Enfermedad de Alzheimer

La EA es un tipo de demencia, en el 2015 la prevalencia de esta enfermedad a nivel
mundial se estimaba en 46 millones de personas y se espera que aumente a 131.5
millones de personas para el 2050 (Reitz y Mayeux, 2014). Lo anterior, debido al
incremento que se ha tenido en la esperanza de vida a nivel global (Alzheimer’'s
Disease International, 2015). Por esta razén, la demencia es uno de los problemas
de mayor importancia en los sistemas de salud publica.

El tipo de demencia que encontramos en la EA se caracteriza porque el paciente
presenta dificultades en las capacidades asociadas a la memoria, el lenguaje, la
resoluciébn de problemas y otras habilidades cognitivas que incapacitan a las
personas que las padecen (Gold, 2008). El diagnéstico de la EA se hace mediante
evaluaciones clinicas, con las que el médico puede determinar si el paciente
presenta o0 no demencia. Sin embargo, concluir si es demencia tipo EA es
complicado debido a que actualmente no existen pruebas diagndsticas certeras
(Alzheimer’s Association, 2017). Se pueden distinguir dos tipos de EA, el primer tipo

es el mas comun y ocurre principalmente en personas de edad avanzada, se

2



denomina de Inicio Tardio, mientras que, el segundo tipo de EA ocurre
principalmente por mutaciones genéticas dominantes y se desarrolla antes de los
60 afos, a éste se le conoce como de Inicio Temprano (Calderon-Garciduefas y
Duyckaerts, 2018). Adicionalmente, la EA se caracteriza por presentar dos fases, la
primera fase es asintomética y se considera la fase preclinica. Posteriormente, se
presenta la fase clinica, a partir de la cual se puede realizar un diagndstico
(Calderon-Garciduefias y Duyckaerts, 2018).

Como previamente mencionamos, los indicadores principales de EA a nivel
neuropatoldgico son las placas que se componen del péptido BA y se acumulan de
manera extracelular, asi como las MNF compuestas de la proteina pTau. También
son indicadores de EA la sinaptopatia, la pérdida de neuronas y la angiopatia
cerebral amiloide que ocurren debido a la acumulacion de BA en las paredes de los

vasos sanguineos (Sun et al., 2018).

2.1.1 El péptido BA

El péptido BA se forma después del corte de la Proteina Precursora Amiloide (APP
por sus siglas en inglés), esta proteina es de tipo transmembranal y es escindida
por la beta secretasa y el complejo gamma secretasa, en el que la proteina
presenilina ocupa el sitio catalitico (Hardy y Selkoe, 2002). El extremo carboxilo de
BA puede variar entre 36 a 43 aminoacidos de longitud. Sin embargo, los péptidos
BA de 40 y 42 aminoé&cidos son los mas frecuentemente encontrados (Thal et al.,
2015). La acumulacion de BA se asocia ya sea a una sobreproduccion por defectos
en los genes que participan en su procesamiento o a problemas en el catabolismo
de este péptido (Mawuenyega et al., 2010). La acumulacion de BA se ha
correlacionado con la presencia de inflamacién y estrés oxidante que podrian estar
asociados a la sinaptopatia y a la pérdida de neuronas que caracterizan al desarrollo
de la EA (Zhu et al., 2018).



2.1.2 Tau anormalmente fosforilada

La proteina tau es parte de la familia de proteinas asociadas a los microtubulos,
esta proteina se une a la tubulina y asi regula la polimerizacion y la estabilidad de
los microtabulos (Weingarten et al., 1975). En la EA esta proteina se hiperfosforila
y se acumula (Grundke-Igbal et al., 1986). Una vez que tau es fosforilada en algunos
sitios especificos como Ser3°6-404 Thr?3l y Ser?3®, se disocia de los microtibulos y
con esto provoca que éstos se desestabilicen (Cho y Johnson, 2004). A la pTau se
le puede encontrar tanto en los axones como en las dendritas (Mondragon-
Rodriguez et al., 2012). De manera importante, se ha reportado que la acumulacion
de las lesiones constituidas por pTau en regiones especificas del cerebro, como
neocorteza e hipocampo, se asocian a la sintomatologia caracteristica de la EA
(Arendt, 2009) (Figura 1). En este sentido y para poder entender el desarrollo de la
patologia tipo Alzheimer, es de vital importancia comprender los cambios o
alteraciones en las estructuras anatdmicas mayormente afectadas como hipocampo
y algunas regiones particulares de la neocorteza, tales como la corteza

retroesplenial.

Hipocampo

Figura 1. Hipocampo y neocorteza (Modificado de Ackerman, 1992).



2.2 Hipocampo y corteza retroesplenial

El hipocampo se asocia a procesos de almacenamiento de memoria Yy
procesamiento de informacioén (Teyler y DiScenna, 1985). Es una estructura en
forma de C que se encuentra en el cuerno temporal del ventriculo lateral del cerebro
(Figura 1) y se puede dividir en las regiones: CAl, CA2, CA3 y CA4. Ademas de
gue se comunica con las areas del giro dentado y el subiculum (Figura 2) (Schultz
y Engelhardt, 2014).

Estructuras del
hipocampo

CA1

CA2 Szt

CA3 * Giro dentado

Figura 2. Estructuras del hipocampo (Modificado de Vineyard et al, 2012).

Las regiones CA1, CA2, CA3 y CA4 del hipocampo comprenden una Unica capa
celular, que es la capa de células piramidales. La superficie que limita con la luz
ventricular se compone de los axones de las células piramidales. Entre las células
piramidales y la superficie que limita con el ventriculo, se encuentran una gran
cantidad de interneuronas y de dendritas de las células piramidales (Schultz y
Engelhardt, 2014).

El subiculum y CA1 son regiones que se traslapan, por lo que forman una zona de
transicion. El subiculum presenta una capa molecular donde se encuentran
dendritas apicales provenientes de las células piramidales (Braak, 1972). Por su

parte, el giro dentado se encuentra en la parte mayormente medial de la corteza



cerebral, ademas se encuentra separado de CAl y del subiculum por la fisura
hipocampal (Andersen et al, 2007). La capa principal de células en el giro dentado
se compone de somas neuronales y las dendritas de estas células proyectan hasta
la capa llamada molecular (Braak, 1972). Por ultimo, se encuentra la capa mas
interna del giro dentado, la capa polimérfica, que también se denomina como la
regiéon CA4 del hipocampo (Schultz y Engelhardt, 2014).

Existe una estrecha comunicacion de los circuitos neuronales entre la corteza y el
hipocampo (Preston y Eichenbaum, 2013). La corteza comprende diversas regiones
involucradas en distintas funciones, pero hay una region en particular que se ha
encontrado asociada a procesos de memoria, ésta es la corteza retroesplenial (RSC
por sus siglas en inglés). La RSC es una region de la corteza cerebral que
comprende a la corteza cingular posterior en humanos (Figura 3) (Vogt y Peters,
1981). Se sabe que la integridad de esta region es necesaria para los procesos
cognitivos de memoria que son dependientes del hipocampo (Keene y Bucci, 2008).
Se ha observado que las lesiones en RSC resultan en deficiencias cognitivas
asociadas particularmente a la memoria, similares a las que se encuentran en
individuos con lesiones en el hipocampo (laria et al., 2007). Por lo que, se considera
que estas dos regiones, hipocampo y RSC, participan de manera conjunta en

procesos cognitivos (Figura 2).

Corteza
cingulada
anterior

Corteza
retroesplenial

Figura 3. Corteza retroesplenial (RSC) (Modificado de Dubuc, 2018).



La RSC se encuentra directamente conectada al hipocampo, tanto por neuronas
aferentes, como por neuronas eferentes (Todd y Bucci, 2015). Por lo que se cree
que, adicionalmente a participar en tareas de almacenamiento de informacién
asociada a la memoria, la RSC contribuye a comunicar al hipocampo informacién
sensorial (Todd y Bucci, 2015). La asociacion de estas estructuras en procesos
cognitivos que involucran a la memoria, se ha podido observar en enfermedades
neuroldgicas como la EA y la amnesia permanente, donde la funcién de la RSC se
ve alterada, lo que se traduce en afectacion de la memoria y en desregulacion
metabdlica (Yasuno et al., 1998; Aupeé et al., 2001; Villain et al., 2008; Pengas et
al., 2012). En este sentido, no es sorprendente que justamente estas regiones,
hipocampo y corteza en general, son las areas que presentan mayor dafio por la

pérdida neuronal que ocurre en la patologia de la EA (Arendt, 2009).

2.3 Hipotesis actuales

2.3.1 Hipotesis basada en BA

A pesar, de que se conocen las lesiones histopatologicas que caracterizan a la EA,
las placas de BA y las MNF, no se entiende totalmente la asociacion entre estas
lesiones y los sintomas clinicos que presentan los pacientes con la EA (Spires-
Jones y Hyman, 2014). Adicionalmente, no se conoce con precision cual es el
mecanismo de progresion de la patologia de EA, como inicia y como se va
desarrollando. Sin embargo, se tienen diversas hip6tesis que tratan de explicar la
patogénesis de la EA. Una de las primeras hip6tesis que se tienen acerca de la
enfermedad, surgid a raiz de lo observado en los casos de EA que son de Inicio
Temprano, ya que en estos casos el factor genético juega un papel predominante
en el desarrollo de la patologia (Musiek y Holtzman, 2015). En estos individuos se
asocio la presencia de mutaciones en la proteina APP y en las Presenilinas 1y 2
(PSEN1 y PSENZ2) con la presencia de sintomas de la EA (Tanzi, 2012). Debido a
que todos estos elementos participan en la produccion de BA, se propuso que los

efectos de la acumulacion de BA son fendmenos clave en el surgimiento y aparicion



de los sintomas caracteristicos de la EA (Tanzi, 2012). De manera importante se ha
observado que el péptido BA es citotoxico para las neuronas, por lo que éstas
pierden su funcién y con ello se pierden las sinapsis (Hardy y Higgins, 1992).
Adicionalmente, se ha propuesto que las placas de BA ocasionan cambios
estructurales en el tejido cerebral que causan alteraciones a nivel de la transmisién
sinaptica (Le et al, 2001). Se ha observado que la acumulacion de placas de BA
inicia en la neocorteza, a través de la alocorteza, hasta el diencéfalo, el cuerpo
estriado y el nucleo basal colinérgico, hasta llegar a los nucleos en el tallo cerebral
y hasta el cerebelo (Thal et al., 2002).

En resumen, la hip6tesis de la cascada amiloide propone que la acumulacion de BA
es un evento inicial durante el desarrollo de la EA, puede ocurrir incluso 20 afios
antes del inicio de los sintomas (Bateman et al., 2012). Se propone entonces que la
acumulacion de BA induce y promueve la fosforilacibn anormal de la proteina tau,
lo cual afecta la citoarquitectura de las neuronas y en etapas avanzadas las conduce
a la muerte neuronal (Pooler et al., 2013).

2.3.2 Hipotesis basada en pTau

La segunda hipotesis durante el desarrollo de la EA es la presencia de agregados
compuestos por la proteina tau anormalmente fosforilada que dan lugar al desarrollo
de las MNF. La acumulacién de las MNF comienza en la corteza entorrinal, hasta el
hipocampo y de ahi hacia las cortezas de asociacion (Arnold et al., 1991). La
formacion de estas MNF depende de que la proteina tau sufra modificaciones post
traduccionales como: fosforilaciones, cambios conformacionales y escisiones
(Mondragdén-Rodriguez et al., 2008; 2014). Sin embargo, la fosforilacion de la
proteina tau se ha validado como marcador neuropatologico de fases tempranas del
desarrollo de la patologia tipo Alzheimer (Mondragon-Rodriguez et al., 2014).
Adicionalmente, se ha reportado que modificaciones en los niveles de fosforilacion
son capaces de alterar la respuesta sinaptica produciendo alteraciones en los
circuitos hipocampales y retroespleniales (Mondragon-Rodriguez et al., 2018;
Cornejo-Montes-de-Oca et al., en preparacion). Tales alteraciones establecen una



correlacion funcional y podrian explicar el cuadro clinico observado en los pacientes
gue desarrollan la EA. Contrario a la presencia de las placas de BA, la presencia de
lesiones histopatoldgicas se encuentra altamente correlacionada con el desarrollo
de la EA (Garcia-Sierra et al., 2001; Basurto-Islas et al., 2008).

2.4 Modelos transgénicos para el estudio de la patologia de Alzheimer

Con el objetivo de entender el desarrollo de la patologia tipo Alzheimer se han
generado diversos modelos de ratones transgénicos que han permitido estudiar la
evolucion de los marcadores histopatoldgicos, asi como la conducta y el estado de
los circuitos neuronales (Spires y Hyman, 2005). Es necesario sefialar que ningun
modelo animal integra todo el espectro real de una enfermedad neurolégica,
particularmente una enfermedad compleja como la EA (Wong et al.,, 2002). Sin
embargo, los modelos animales de estas enfermedades son una buena
aproximacion para entender mejor estas patologias.

Uno de los modelos desarrollados para estudiar la patologia tipo Alzheimer, es el
raton 3xTg-AD. Este raton fue el primer modelo animal transgénico que desarrolld
la formacion de placas de BA y las MNF en las regiones cerebrales que se asocian
al padecimiento de la EA (Oddo et al., 2003). La aparicibn de las marcas
neuropatolégicas de la EA, estd asociada a la edad y se manifiesta de manera
progresiva, por lo que es un buen modelo de estudio de esta enfermedad (Kitazawa
et al., 2012). En este modelo, se reporté que la formacion de depdsitos de BA
extracelular ocurre antes de la formacién de las MNF, lo cual aporté evidencias
importantes para el modelo de la hipdtesis de la cascada amiloide (Oddo et al.,
2003). Un fenémeno interesante del 3xTg-AD es que la acumulacion de BA y pTau
ocurre desde los 4 meses de edad (Oddo et al., 2003). No obstante, datos de
nuestro laboratorio muestran que este modelo presenta acumulacién de pTau desde
los 30 dias de edad en neuronas piramidales y en algunas interneuronas
parvoalbumina+ del hipocampo (Mondragon-Rodriguez et al.,, 2018). Ademas,
nuestros resultados demuestran que existen cambios en los niveles de actividad

cerebral (Mondragon-Rodriguez et al., 2018).



Por otro lado, existen otros modelos que permiten estudiar el efecto de la
acumulacion de tau hiperfosforilada en las patologias asociadas a demencia, como
el raton transgénico Tg4510 que sobreexpresa una version mutante del gen humano
(P301L) que codifica para una forma de proteina tau (Ramsden et al., 2005). Esta
mutante genera una hiperfosforilacién de la proteina tau, que conlleva a la formacién
de las MNF, asi como también se caracteriza por presentar problemas cognitivos
que son dependientes de la edad y que concluyen en un patron de
neurodegeneracion como el que observamos en la EA (Ramsden et al., 2005). De
manera relevante, mediante el estudio de los modelos animales se ha encontrado
que, en etapas tempranas del desarrollo de la patologia tipo Alzheimer, existe una
disfuncion a nivel de sinapsis, lo que se traduce en alteracion de la plasticidad

sinaptica (Crimins et al., 2013).

2.5 Actividad cerebral

La conectividad entre neuronas permite su comunicacion y esta asociada a las
funciones cognitivas que conocemos (Halgren y Smith, 1987). De manera general,
se considera que la fuerza con la que las neuronas establecen conexiones, podria
estar asociada a la formacion de la memoria (Ramén y Cajal, 1894). La conexion de
las neuronas se fortalece cuando se activan de manera simultanea un grupo de
neuronas, mientras que, una sefial de comunicacion es débil cuando la activacién
de neuronas ocurre de manera independiente y no de manera sincrénica (Hebb,
1949). El mecanismo mediante el cual se fortalecen o debilitan las conexiones
neuronales se conoce como plasticidad sinaptica, se caracteriza porque las
neuronas pueden establecer distintos tipos de conexiones que se asocian a la
formacion de memoriay el aprendizaje (Ramon y Cajal, 1894). De manera particular
las regiones cerebrales asociadas a estas funciones son el hipocampo y la
neocorteza (Dudai y Morris, 2013).

En la EA se ha encontrado que los circuitos neuronales que comunican a estas
regiones del cerebro se encuentran afectados (Arendt, 2009). Particularmente, se

ha observado que los mecanismos que potencian la fuerza y el aumento de la
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transmision sinaptica, como el de Potenciacién a Largo Plazo (LTP por sus siglas
en inglés) se encuentran afectados (Lei et al., 2016; Salgado-Puga et al., 2017). La
LTP es un mecanismo que puede activarse a través de las sinapsis excitatorias,
principalmente transmitidas por el neurotransmisor glutamato (Bliss y Gardner-
Medwin, 1973; Cormier y Kelly, 1996). La LTP presenta dos fases, la fase temprana
depende de la activacion de cinasas que modifican a los receptores AMPA (Acido
a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropiénico). Mientras que, en la fase tardia de
la LTP se encuentran aumentados los niveles de calcio en los sitios postsinapticos
y se promueve la activacion de algunas cinasas que participan en la sintesis de
proteinas involucradas en la formacidén de nuevas espinas dendriticas (Harris et al.,
2003; Frey y Morris, 1997; Redondo y Morris, 2011; Sanhueza y Lisman, 2013).

De manera contraria a la LTP se tiene el fenomeno de Depresion a Largo Plazo
(LTD por sus siglas en inglés) que es un mecanismo que debilita la fuerza con la
gue un conjunto de neuronas se comunica (Fujii et al., 1991). Esto se consigue
mediante diversos mecanismos, en los que participan los receptores
glutamatérgicos AMPA y N-metil D-aspartato (NMDA por sus siglas en inglés)
(Collingridge et al., 2010). En el caso de la EA se ha observado que la LTD asociada
a los receptores NMDA es la que se encuentra mayormente afectada (Mota et al.,
2014). Este mecanismo de LTD depende del flujo de calcio, la activacion de
calcineurina y la activacion de caspasas no apoptoticas (Li et al., 2010). En modelos
experimentales de la EA se ha observado que incrementos en los niveles de pTau
mediados por la acumulacion de BA esta asociada a una disminucion de la funcion
del receptor NMDA lo cual conduce a LTD (Mondragon-Rodriguez et al., 2012).

Se cree que la LTD es importante para poder eliminar algunos elementos de la
memoria y asi tener la capacidad de olvidar (Tsumoto, 1993). Debido a que en EA
se tiene una pérdida de la memoria se cree que la LTD podria estar asociada en la
degeneracion que se observa en las sinapsis (Spires-Jones y Hyman, 2014).
Ademas de que a la LTD se le ha asociado con un encogimiento y pérdida de las
espinas dendriticas (Bastrikova et al, 2008).

De manera que, los mecanismos de potenciacion y depresion de la actividad

sinaptica, estan regulados por distintas vias moleculares que dependen de la
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excitabilidad de los circuitos (O’Leary et al., 2010). Lo anterior debido a que, el
glutamato, uno de los neurotransmisores excitatorios por excelencia, puede
promover la LTP, pero también al permitir la entrada de calcio y activar distintas
cinasas puede conducir a la LTD (Emptage et al., 2003; Stanton et al., 2003). Por
otro lado, la excitabilidad de los circuitos se encuentra altamente regulada por la
disponibilidad de amino&cidos que participan como neurotransmisores excitatorios
como: el glutamato y el aspartato, ademas de aquellos aminoacidos que estan
involucrados en la sintesis de neurotransmisores, principalmente la glutamina
(Dingledine y McBain, 1999; Hertz, 1979).

En la EA se ha observado que el péptido BA puede aumentar la excitabilidad del
circuito hipocampal, lo que conduce a un aumento en la excitacion de los circuitos
involucrados, afectando procesos como el aprendizaje y la memoria (Palop et al.,
2007). Mediante el uso del raton triple transgénico (3xTg-AD), datos de nuestro
laboratorio reportan que la excitabilidad del circuito hipocampal se encuentra
alterada en una fase muy temprana durante el desarrollo de la patologia tipo
Alzheimer (Mondragén-Rodriguez et al., 2018). Adicionalmente, se encontré que las
alteraciones moleculares y eléctricas a nivel del hipocampo se extienden a la RSC
(Cornejo-Montes de Oca et al., en preparacién). En resumen, todos estos datos
sugieren gue los mecanismos encargados de regular los niveles de excitabilidad se

encuentran alterados.

2.6 Ciclo Glutamato/GABA-Glutamina

La conexion neuronal ocurre a través de las sinapsis que pueden ser de tipo
eléctrico o de tipo quimico (Fonnum, 1984). Para el caso de las sinapsis de tipo
guimico, la transmision de informacion se conduce a través de neurotransmisores,
principalmente el glutamato y GABA (acido gamma amino-butirico) (Kandel et al.,
2013). El glutamato es el neurotransmisor excitatorio por excelencia, su actividad es
importante en la corteza cerebral y en el hipocampo, dicha actividad excitatoria esta
directamente asociada a las capacidades cognitivas que resultan de los circuitos

neuronales de esas regiones: el aprendizaje y la memoria (Fonnum, 1984). Sin
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embargo, a pesar de la importancia del glutamato en los circuitos neuronales en
general, las neuronas no poseen la maquinaria enzimatica para sintetizar glutamato
de novo, por lo que dependen de los astrocitos para poder sintetizar al glutamato
(Yu et al., 1983; Schousboe et al., 1997; Hertz et al., 1999). Para esto, las neuronas
reciben glutamina principalmente de los astrocitos y es a partir de este aminoacido
gue pueden sintetizar al glutamato, todo este proceso forma parte del CGG (Broer
y Brookes, 2001).

2.7 Familia transportadora de solutos 38 (SLC38)

Existen distintas familias de transportadores de glutamina y otros aminodacidos, que
se expresan en el tejido cerebral y tienen la capacidad de participar en la provision
de glutamina a las neuronas (Erecinska y Silver, 1990). Una de estas familias de
transportadores es la familia transportadora de solutos 38 (SLC38), los
transportadores de esta familia se caracterizan porque son dependientes de sodio
(Na*) y pueden transportar aminoacidos con carga neutra (Broer, 2002). La familia
SLC38 comprende a dos grupos de transportadores: el Sistema A y el Sistema N
(Christensen, 1990).

2.7.1 Sistema N

El Sistema N se compone de transportadores tipo simporte de Na* y aminoacidos
como glutamina, asparagina e histidina, acoplados a un transporte tipo antiporte de
protones (H*), por lo que son transportadores de tipo electroneutro (Chaudhry et al.,
1999). Los miembros del Sistema N tienen la particularidad de ser inhibidos a pH
bajo (Kilberg et al, 1980). Ademas de que el transporte puede cambiar su direccion
dependiendo del estado metabolico de la célula en cuestion (Bhutia y Ganapathy,
2016). Dentro de este grupo de transportadores encontramos a SNAT3, SNAT5 y
SNATY. En el cerebro, el transportador SNAT3 se encuentra en la neocorteza, el
cerebelo, el bulbo olfatorio y el tallo cerebral (Boulland et al., 2002). Se encuentra

abundantemente en astrocitos, mientras que no se encuentra en neuronas ni en
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oligodendrocitos (Boulland et al., 2003). SNAT5 se expresa en la neocorteza, el
hipocampo, el cuerpo estriado y se expresa exclusivamente en astrocitos (Cubelos
et al., 2005). Por ultimo, SNAT7 se expresa principalmente en el hipocampo, el
hipotalamo, la amigdala, el area tegmental ventral y el locus ceruleo, ademas se

identifica de forma exclusiva en neuronas (Hagglund et al., 2011).

2.7.2 Sistema A

Los transportadores de Sistema A introducen Na* y un aminoacido sin intercambio
de H*, por lo que son transportadores electrogénicos (Oxender y Christensen, 1963;
Collarini y Oxender, 1987). Los miembros del Sistema A tienen afinidad por alanina,
asparagina, cisteina, glutamina, glicina, metionina y serina (Mackenzie y Erickson,
2004). En general, estos transportadores son regulados tanto por la
suplementacién, como por la deplecion de aminoacidos (Christensen, 1990; Hyde
et al., 2007; Grewal et al., 2009). Ademas de que pueden ser inducidos por estrés
osmoético y hormonas, entre ellas, la insulina y el glucagén (Kletzien et al., 1976;
Cariappa y Kilberg, 1990; Mailliard et al., 1994; Su et al., 1998; McDowell et al.,
1998). Una particularidad de los miembros de este sistema es que son inhibidos por
el &cido N-metil-aminoisobutirico (MeAIB) que es un sustrato analogo de estos
transportadores y no es metabolizado por las células (Freeman et al., 1999).
Dentro del Sistema A encontramos a SNAT1, SNAT2, SNAT4 y SNAT8 (Broer,
2014). EIl transportador SNAT1, en el sistema nervioso central, se encuentra
principalmente en el cerebelo, el talamo, el tallo cerebral, la corteza cerebral, el
hipocampo y el cuerpo estriado (Varoqui et al., 2000; Melone et al., 2004). Se
expresa en neuronas, aunque también se ha observado en células ependimarias y
en astrocitos (Varoqui et al., 2000; Melone et al., 2004; Mackenzie et al., 2003).
SNAT1 es un transportador con una preferencia marcada hacia la glutamina,
aunque también puede transportar alanina, cisteina y asparagina (Varoqui et al.,
2000).

El transportador SNAT2, por otro lado, presenta menor afinidad a glutamina en

comparacion con SNAT1 (Reimer et al., 2000; Yao et al., 2000). SNAT2 se expresa
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principalmente en neuronas, aunque también se tiene evidencia de haberse
encontrado en células gliales y en células que conforman la barrera
hematoencefélica (Reimer et al., 2000; Yao et al., 2000). Este transportador se
caracteriza por presentar una capacidad de respuesta adaptativa a diversos
factores ambientales como deplecion de aminoacidos y estrés osmético (Franchi-
Gazzola et al., 2001; Franchi-Gazzola et al., 2004; Iresjo et al., 2005).

El transportador SNAT4 no se expresa en el sistema nervioso central, sino en otros
tejidos, principalmente en el higado y la vejiga (Hatanaka et al., 2001). Por ultimo,
SNATS8 se encuentra principalmente en el talamo, el hipotdlamo, la amigdala y el
puente tronco encefélico, mientras que, su expresion se limita a identificarse en
neuronas (Hagglund et al., 2015). Este transportador presenta una preferencia hacia
el transporte de glutamina, alanina, arginina y aspartato (Hagglund et al., 2015).

2.8 Familia SLC38 y su participacion en el ciclo Glutamato/GABA-Glutamina

Los transportadores de la familia SLC38 son capaces de transportar distintos
aminoécidos con una afinidad distinta entre ellos (Broer, 2014). Sin embargo, una
de las funciones principales de estos transportadores en el cerebro, consiste en su
participacion en el transporte de glutamina (Leke y Schousboe, 2016). La glutamina,
como se menciond anteriormente, participa en el CGG.

El ciclo CGG permite que la glutamina se transfiera desde los astrocitos hacia las
neuronas, para que asi éstas ultimas a partir de glutamina, puedan sintetizar GABA
y glutamato (Hertz, 1979). Todo este ciclo funciona gracias a la accion de diversos
transportadores que se encuentran tanto en las neuronas como en los astrocitos
(Leke y Schousboe, 2016). Algunos de los sistemas de transportadores
involucrados en el funcionamiento del CGG, son tanto el sistema A, como el sistema
N de la familia SLC38 (Bak et al., 2006).

Cuando ocurre la neurotransmision, el glutamato debe ser internalizado por los
astrocitos para finalizar la estimulacion excitatoria (Schousboe, 2003). Dentro de los
astrocitos la glutamina se produce a partir del glutamato internalizado o a partir de

glutamato sintetizado de novo (Shousboue, 2013). La sintesis de glutamina a partir
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de glutamato depende de la actividad de la enzima glutamina sintetasa, que se
expresa Unicamente en los astrocitos (Noremberg y Martinez-Hernandez, 1979). La
glutamina entonces es liberada de los astrocitos hacia el espacio extracelular a
través de los transportadores SNAT3 y SNATS5, para después ser internalizada por
las neuronas a través de los transportadores SNAT1 y SNAT2 (Schousboe et al.,
2013). Ya dentro de las neuronas, la glutamina es utilizada para la sintesis de
glutamato o GABA, por medio de la actividad enziméatica de la glutaminasa fosfato
activada (Bak et al., 2006).

SNAT1 se encuentra en neuronas GABAérgicas y glutamatérgicas (Mackenzie et
al., 2003), sin embargo, se encuentra mas asociado a sinapsis GABAérgicas (Leke
y Schousboe, 2016), particularmente en interneuronas GABAérgicas de la
neocorteza y el hipocampo (Jenstad et al.,, 2009). El transportador SNAT1 se
expresa principalmente en el soma neuronal, axones y cerca de las terminales
sinapticas (Weiss et al., 2003). Por otro lado, SNAT2 se encuentra esencialmente
en neuronas glutamatérgicas y especificamente en el compartimento
somatodendritico, por lo que parece que SNAT1l y SNAT2 tienen roles
complementarios (Gonzéalez-Gonzalez et al., 2005). De manera particular, SNAT2
se ha asociado a la sefializacion retrégrada de glutamato, por lo que se cree que
podria estar involucrado en la plasticidad sinéptica, al regular la neurotransmision
(Jenstad et al., 2009).

Al participar en la regulacion de los niveles de neurotransmisores involucrados en
la excitacion e inhibicion neuronal, los transportadores del sistema A y N pueden
estudiarse en modelos de enfermedades neuroldgicas, debido a que en este tipo de
enfermedades se ha encontrado un desequilibrio en las funciones excitatorias e
inhibitorias de las neuronas (Leke y Schousboe, 2016). Por lo que, una
aproximacion para estudiar estos modelos de neuropatologia, podria ser el estudiar
la participacion de los trasportadores involucrados en estas funciones en
condiciones fisioldgicas, para asi entender qué ocurre con estos transportadores en
casos patoldgicos.

Se ha encontrado que la funcion del CGG se encuentra afectada en algunas
enfermedades neurolégicas como epilepsia, EA y en infartos cerebrales (Walton y
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Dodd, 2007; Coulter y Eid, 2012 y Jeitner et al., 2015). En el caso de epilepsia se
ha observado un decremento en la afinidad de los transportadores de glutamato,
asi como en la expresion y actividad de la enzima glutamina sintetasa (Mathern et
al., 1999). Para el caso de la EA, se han encontrado alteraciones en la actividad de
la glutamina sintetasa en los astrocitos y en la regién cortical del cerebro (Robinson,
2001). Sin embargo, a pesar de su importancia en el CGG, los transportadores de
glutamina han sido subestimados en cuando a su implicacién en enfermedades
neuroldgicas (Leke y Schousboe, 2016). En particular, no se ha estudiado la
presencia de transportadores SNAT en condiciones patoldgicas como la que ocurre
en la EA.

3. Justificacion

Basados en lo anterior, es claro que los transportadores SNAT juegan un papel
importante en el CGG y en el abastecimiento de glutamina para las neuronas. De
esta forma, los transportadores SNAT se encuentran involucrados en la regulacién
de la actividad neuronal. Sin embargo, no existen datos experimentales que evallen
si los transportadores SNAT se encuentran alterados en modelos transgénicos que
desarrollan los marcadores histopatolégicos de la patologia tipo Alzheimer. En este
contexto, estos datos seran de gran importancia para comprender el mecanismo de

patogénesis en el desarrollo de padecimientos de tipo neurodegenerativo.

4. Hipotesis
Los transportadores de aminoacidos neutros acoplados a sodio SNAT1 y SNAT2 se
encuentran alterados en los modelos Tg4510 y 3xTg-AD durante etapas tempranas

del desarrollo de los procesos neurodegenerativos.

5. Objetivos
5.1 Objetivo general

Estudiar las potenciales alteraciones en los transportadores de aminoacidos neutros

acoplados a sodio SNAT1 y SNAT2 en los modelos de ratones transgénicos 3xTg-
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AD y Tg4510 durante etapas tempranas del desarrollo de la patologia tipo
Alzheimer.

5.2. Objetivos particulares

1. Evaluar las potenciales alteraciones a nivel del transportador de aminoacidos
neutros SNATL1 en los modelos de ratones transgénicos 3xTg-AD y Tg4510
durante etapas iniciales del desarrollo de la patologia.

2. Evaluar las potenciales alteraciones a nivel del transportador de aminoacidos
neutros SNAT2 en los modelos de ratones transgénicos 3xTg-AD y Tg4510
durante etapas iniciales del desarrollo de la patologia.

3. Evaluar los niveles de fosforilacion de la proteina tau en los modelos de
ratones transgénicos 3xTg-AD y Tg4510 durante etapas iniciales del

desarrollo de la patologia.

6. Metodologia

6.1 Sujetos

Todos los procedimientos fueron realizados bajo las normas del Comité de Bioética
de la Universidad Nacional Autbnoma México y de la Universidad Autbnoma de
Querétaro. El uso de los animales se realiz6 conforme a la NORMA OFICIAL
MEXICANA NOM-062-Z00-1999, Especificaciones técnicas para la produccion,
cuidado y uso de los animales del laboratorio.

En este estudio se utilizaron ratones machos y hembras 3xTg-AD homocigotos de
30 - 45 dias de edad generados a partir de un fondo hibrido B6129S. También se
utilizaron ratones machos y hembras Tg4510 de 30 - 45 dias de nacidos fondo Tg
(Camk2a-tTA)LMmay Fgfl14Tg(tetO-MAPT*P301L) 4510Kha/J (The Jackson
Laboratory, E.U.A.). De igual forma, se utilizaron ratones no transgénicos (NT)
C57BL/6J de 30 - 45 dias de nacidos. Todos los animales fueron reproducidos y
criados en el bioterio del Instituto de Neurobiologia de la UNAM, en cajas de

policarbonato (12 x 12 x 25 cm) y en condiciones Optimas de alimentacién (dieta
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para raton del laboratorio Purina Chow féormula 5001 y agua ad libitum) y de
ambientacion constante (temperatura entre 20° 25°C; humedad 40 - 70%) en un

ciclo de luz/oscuridad de 12 h, iniciando la luz a las 8:00.

6.2 Inmunofluorescencia y caracterizacion por microscopia

Ratones 3xTg-AD, Tg4510 y NT de las edades previamente mencionadas, fueron
sacrificados con sobredosis de pentobarbital sédico para posteriormente ser
perfundidos con paraformaldehido (PFA) al 4%. Después se extrajo el cerebroy se
coloc6 en almacenamiento en sacarosa al 30% y PFA al 4%. El tejido fue
seccionado por medio de un criostato, para obtener rebanadas de 50 um de grosor.
Todo el material biolégico fue tratado de acuerdo a protocolos internos (INB) de
manejo que incluyen incineracion. Para la caracterizacion in situ mediante
microscopia se utilizaron los anticuerpos: pTau que reconoce a la proteina tau
fosforilada en el sitio S3% (Santa Cruz Biotechnology, Inc., E.U.A.), el anticuerpo
monoclonal que reconoce al transportador SNAT1 (Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
E.U.A.) y el suero de conejo inmunizado contra el transportador SNAT2 (hecho por
América Conejo, Laboratorio Neurobiologia Molecular, UAQ). Los anticuerpos
secundarios utilizados fueron especificos para las cadenas pesadas de las
inmunoglobulinas de raton o conejo (Anti Mo IgG u especifico, Anti Rb IgG)
acoplados a distintos fluoréforos: FITC/alexa 488, color verde (Invitrogen, E.U.A.),
TRITC/alexa 568 color rojo (Invitrogen, E.U.A.) y DAPI, color azul (Invitrogen,
E.U.A).

El tejido seleccionado fue lavado con buffer salino de fosfatos al 0.1 M (PBS por sus
siglas en inglés) en tres ocasiones por 10 minutos cada lavado. Se aplico buffer de
blogueo (10% de albumina de suero bovino + 1% de Triton X-100 en PBS 0.1 M)
por tres horas. Se incubé el tejido durante toda la noche con los anticuerpos
primarios en dilucion con 3% de albumina de suero bovino + 0.3% de Triton X-100
en PBS 0.1 M. Posteriormente se realizaron tres lavados de PBS por 10 minutos
cada uno, para después incubar con los anticuerpos secundarios por 2 horas. El
tejido fue lavado tres veces por 10 minutos cada uno y después fue incubado con

DAPI por 15 minutos. Por ultimo, el tejido fue lavado por tres veces durante cinco
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minutos cada uno. Después se procedid a montar el tejido en laminillas, cada
rebanada fue cubierta con VectaShield (Vector Laboratories, Inc, E.U.A.). Las
laminillas preparadas se observaron en el microscopio de fluorescencia Axio Imager
2 Zeiss (Alemania). Las imagenes de fluorescencia colectadas se procesaron para

su presentacion y cuantificacion con el programa ZEN Blue, (Zeiss, Alemania).

6.3 Anélisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 mediante el programa GRAPH PAD Prism 6
Software (E.U.A.). Inicialmente, se analiz6 la distribucion de los datos mediante la
prueba de Kolmogorov y Shapiro Wilk. Posteriormente, de acuerdo a la distribucién
no paramétrica de los datos se realizé la Prueba Mann-Whitney, para el caso de los
datos que eran de tipo no pareados o independientes. Mientras que para los datos
pareados se realizé una Prueba de Wilcoxon. En cada caso se realizaron siempre
las pruebas post-hoc correspondientes. Se establecié un nivel de significancia del
95% en todas las pruebas (* p< = 0.05, * p< =0.01, ** p< =0.001, *** p< =
0.0001).

7. Resultados

7.1 Distribucion morfologica del transportador SNAT1 en el hipocampo del
raton NT

Para estudiar los niveles de expresion del transportador SNAT1 en el hipocampo de
ratones C57BL/6 (NT) de un mes de edad, se realizaron inmunofluorescencias
utilizando un anticuerpo especifico que reconoce a SNAT1 (ver metodologia).
Nuestros datos mostraron la expresion del transportador SNAT1 en la region CA1
del hipocampo (Fig. 4A). Se observaron principalmente somas neuronales y en
menor medida procesos dendriticos (Fig. 4A, ver flechas y cabezas de flechas,
media de fluorescencia relativa = 1.039 + 0.118 u. a.). El patrén de expresiéon de
SNAT1 se preservo en la region CA2 del hipocampo, donde se observa marca

principalmente en somas (Fig. 4B, ver flechas, media de fluorescencia relativa de
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1.049 + 0.103 u.a.). En la region CA3 del hipocampo se observé marca de manera
dispersa (Fig. 4C, ver flechas, media de fluorescencia relativa de 1.006 £ 0.15 u.a.).
En la region del giro dentado (DG), se distinguieron somas en la capa de células
granulares, asi como también en la region del hilus (Fig. 4D, ver flechas, media de
fluorescencia relativa = 1.019 + 0.084 u.a.). Finalmente, en la region del subiculum
(SUB) los niveles de expresion de SNAT1 denotaron somas neuronales (Fig. 4E,
ver flechas, media de fluorescencia relativa de 1.016 + 0.115 u.a.). El analisis
estadistico no detecto diferencias significativas en cuanto a los niveles de expresion
a lo largo de la formacion hipocampal de ratones jovenes NT (Fig. 5F).

En resumen, los niveles maximos de expresion del transportador SNAT1 se situaron
en la region del soma (Fig. 4G y 1H, ver flechas) y en menor medida en procesos

dendriticos (Fig. 4G y 1H, ver cabezas de flecha).
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Figura 4. Distribucion morfolégica del transportador SNAT1 en el hipocampo

del raton NT. (A) Inmunofluorescencia positiva para SNAT1 en la region CA1 del
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hipocampo. Se observan somas y procesos dendriticos (Flechas y cabezas de
flechas). (B) Inmunofluorescencia positiva para SNAT1 en la region CA2 del
hipocampo. Se observan principalmente somas (Flechas). (C) Inmunofluorescencia
positiva para SNAT1 en la region CA3 del hipocampo. (D) Inmunofluorescencia
positiva para SNAT1 en la region del giro dentado del hipocampo. Se distinguen
somas con expresion de SNAT1, tanto en la capa de células granulares como en la
region del hilus. (E) Inmunofluorescencia positiva para SNAT1 en la region del
subiculum del hipocampo. (F) Expresion relativa del transportador SNAT1 evaluada
en cada region del hipocampo (Prueba de Wilcoxon, ns= p>0.05). (G)
Inmunofluorescencia positiva para SNAT1 en una neurona del hipocampo. Se
distingue el soma y procesos dendriticos (Flecha y cabezas de flechas). (H)
Inmunofluorescencia positiva para SNAT1 en neurona del hipocampo (escala A — E
=50 um, G -H =5 pm, n = 3).

7.2 Distribucion morfolégica del transportador SNAT1 en el hipocampo del
ratén Tg4510

Para estudiar los niveles de expresion del transportador SNAT1 en el hipocampo de
ratones Tg4510 de un mes de edad, nuevamente se realizaron inmunodetecciones
utilizando el anticuerpo contra la proteina SNAT1. Nuestros datos mostraron la
expresion del transportador SNAT1 en la region CAl del hipocampo (Fig. 5A). Se
observaron somas cercanos a la capa de células piramidales (Fig. 5A, ver flechas,
media de fluorescencia relativa de 0.852 + 0.104 u.a.). La expresiéon de SNAT1 en
la regiébn de CA2 mostr6é un patron de expresion perinuclear (Fig. 5B, ver flechas,
media de fluorescencia relativa de 0.833 + 0.080 u.a.). El patron de expresion se
preservdo en la regibn CA3 del hipocampo (Fig. 5C, ver flechas, media de
fluorescencia relativa de 0.848 + 0.090 u.a.). En el mismo sentido, en la region del
giro dentado se observaron somas neuronales que se caracterizaron por expresar
SNAT1 (Fig. 5D, ver flechas, media de fluorescencia relativa de 0.766 £ 0.111 u.a.).
La expresion de SNAT1 en la region del subiculum se distinguié en somas y en

procesos dendriticos (Fig. 5E, ver flechas y cabezas de flechas, media de
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fluorescencia relativa de 0.774 £ 0.118 u.a.). El andlisis estadistico mostré que CA2,
giro dentado y subiculum tienen una menor expresion de SNAT1 cuando se
compara contra CAl, CA2 y CA3 (Fig. 4F).

En resumen, las neuronas del raton joven Tg4510 se caracterizaron por expresar al
transportador SNAT1 preferentemente en la regién del soma (Fig. 5G, 5H y 51, ver
flechas) y en menor medida en los procesos dendriticos (Fig. 5G, 5H y 5I, ver
cabezas de flecha).
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Figura 5. Distribucion morfoldgica del transportador SNAT1 en el hipocampo
del raton Tg4510. (A) Inmunofluorescencia positiva para SNAT1 en la region CA1
del hipocampo. Se observan principalmente somas (Flechas). (B)
Inmunofluorescencia positiva para SNAT1 en la region CA2 del hipocampo, (C) en
la regidbn CA3 del hipocampo y (D) en la region del giro dentado. (E)
Inmunofluorescencia positiva para SNAT1 en la region del subiculum. (F) Expresion
relativa del transportador SNAT1 de cada regién del hipocampo (Prueba de
Wilcoxon, ** p< = 0.01). (G - I) Inmunofluorescencia positiva para SNAT1 en

neuronas del hipocampo (escala A—E =50 um, Gy H =5 pm, n = 3).

7.3 Distribucion morfolégica del transportador SNAT1 en el hipocampo del
raton 3xTg-AD

Para estudiar los niveles de expresion del transportador SNAT1 en el hipocampo de
ratones 3xTg-AD de un mes de edad, nuevamente se realizé inmunofluorescencia
utilizando el anticuerpo que reconoce al transportador de aminoacidos SNATL1.
Nuestros datos evidenciaron la expresion del transportador SNAT1 en la region CA1
del hipocampo, se observaron somas y procesos dendriticos (Fig. 6A, ver flechas y
cabezas de flechas, media de fluorescencia relativa de 1.002 £ 0.126 u.a.). El patrén
de expresion de SNATL1 se preservo en la region CA2 del hipocampo (Fig. 6B, ver
flechas y cabezas de flechas, media de fluorescencia relativa de 1.006 + 0.148 u.a.).
En la region CA3 del hipocampo se observo expresion preferentemente en somas
(Fig. 6C, ver flechas, media de fluorescencia relativa de 0.998 + 0.112 u.a.). En la
region del giro dentado se distinguié marca en somas cercanos a la capa de células
granulares, asi como también en la regién del hilus (Fig. 6D, ver flechas, media de
fluorescencia relativa de 0.913 £ 0.168 u.a.). En la region del subiculum la expresion
de SNATL1 se caracteriz6 por presentar un patron de distribuciéon puntillado (Fig. 6E,
ver flechas, media de fluorescencia relativa de 0.951 + 0.126 u.a.). En el ratén 3xTg-
AD, el analisis estadistico evidencio que nuevamente la region del giro dentado y el
subiculum tienen un menor nivel de expresion de SNAT1 cuando se compara con
la regién de CAL1 (Fig. 6F).
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A diferencia de los modelos anteriores, el ratdbn 3xTg-AD presenté un patrén de
distribucion puntillado que se observa tanto en somas como en procesos dendriticos

(Fig. 6G, 6H y 6l, ver flechas y cabezas de flechas).
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Figura 6. Distribucion morfoldgica del transportador SNAT1 en el hipocampo
del raton 3Tg-AD. (A) Inmunofluorescencia positiva para SNATL1 en la region CA1
del hipocampo. Se observan somas y procesos dendriticos (Flechas y cabezas de
flechas). (B) Inmunofluorescencia positiva para SNAT1 en la region CA2, (C) en la
region CA3, (D) en la region del giro dentado y (E) en la region del subiculum. (F)
Expresion relativa del transportador SNAT1 de cada region del hipocampo (Prueba
de Wilcoxon, * p< = 0.05). (G - I) Inmunofluorescencia positiva para SNAT1 en
neuronas del hipocampo (flechas = somas y cabezas de flecha = dendritas), escala
A-E=50pum,GyH=5pum, n=3.

7.4 Comparacion de la expresion del transportador SNATL1 en el hipocampo
de los ratones NT, Tg4510 y 3xTg-AD

Para evaluar la expresion del transportador SNAT1 en el hipocampo de los ratones
NT, Tg4510 y 3xTg-AD se compararon los valores de fluorescencia relativa de cada
grupo para las distintas regiones del hipocampo que fueron evaluadas (Fig. 7).
Nuestros datos estadisticos evidenciaron un decremento significativo de los niveles
de expresion del transportador SNAT1 en la region de CAl del ratdbn Tg4510 cuando
se comparo con el ratdon NT (Fig.7A). Mientras que para el ratén 3xTg-AD no existio
una disminucion de la expresion de SNAT1 cuando se comparé con el ratdbn NT
(Fig. 7A, p=0.43). Nuevamente, en la region de CA2 se observo que el raton Tg4510
muestra un decremento significativo en la expresion de SNAT1 cuando se comparé
con el ratobn NT (Fig.7B). Por el contrario, el raton 3xTg-AD no presentd una
disminucion significativa en la expresion de SNAT1 cuando se comparo con el raton
NT (Fig.7B, p=0.26). El nivel de expresion de SNAT1 para la region CA3 del ratén
Tg4510 muestra un decremento en relacion con el raton NT (Fig. 7C). De nueva
cuenta, no se detectd una disminucion significativa en la regiéon CA3 del raton 3xTg-
AD cuando se compar6 contra el NT (Fig.7C, p=0.71). En el giro dentado la
expresion de SNAT1 evidencio que existe una disminucion en la expresion de este
transportador en ambos modelos, cuando se compara con el raton NT (Fig. 7D). Por

altimo, en la region del subiculum los datos mostraron que el raton Tg4510 y el
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3xXTg-AD presentaron una disminucion significativa de la expresion de SNAT1 en
relacion con el raton NT (Fig.7E).

En resumen, nuestros resultados evidenciaron que a lo largo de la formacion
hipocampal del raton Tg4510, los niveles de expresion del transportador SNAT1 se
encuentran disminuidos, cuando se comparan con lo encontrado en el raton NT.
Mientras que en el hipocampo del raton 3xTg-AD, los niveles de expresion de

SNAT1 s6lo se encontraron disminuidos en la regiéon del giro dentado y subiculum.
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Figura 7. Comparacién de la expresion del transportador SNAT1 en el
hipocampo de los ratones NT, Tg4510 y 3xTg-AD. (A) Expresion del
transportador SNAT1 en laregion de CAL, (B) CA2, (C) CA3, (D) DGy (E) SUB para
el ratdbn NT, Tg4510 y 3xTg-AD (n=3, Mann-Whitney, ns= p>0.05, * p< = 0.05, ****
p< = 0.0001).
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7.5 Distribucion morfologica del transportador SNAT2 en el hipocampo del

ratdon no transgénico

Para estudiar los niveles de expresion del transportador SNAT2 en el hipocampo de
ratones C57BL/6 (NT) de un mes de edad, se realizaron nuevamente
inmunohistoquimicas (ver métodos). Nuestros resultados evidenciaron la expresion
del transportador SNAT2 en la region CAl del hipocampo (Fig. 8A). Similar a lo
observado previamente, se distinguieron principalmente somas neuronales y
procesos dendriticos (Fig. 8A, ver flechas y cabezas de flechas, media de
fluorescencia relativa de 1.073 £ 0.162 u.a.). El patrén de expresion observado en
la regidbn CA1l se mantuvo en la regién CA2 (Fig. 8B, ver flechas y cabezas de
flechas, media de fluorescencia relativa de 1.037 + 0.106 u.a.). Los niveles de
expresion en la region CA3 se distinguieron preferentemente en somas neuronales
(8C, ver flechas y cabezas de flechas, media de fluorescencia relativa de 1.022 +
0.089 u.a.). En la region del giro dentado, se observo mayor densidad en los niveles
de expresion de SNAT2, se distinguieron somas neuronales en la region del hilus
(Fig. 8D, ver flechas y cabezas de flechas, media de fluorescencia relativa de 1.005
+ 0.110 u.a.). La expresion de SNAT2 en la region del subiculum se identifico en
somas neuronales y en procesos dendriticos (Fig. 8E, flechas y cabezas de flechas,
media de fluorescencia relativa de 1.006 + 0.139 u.a.). El andlisis estadistico no
detect6 diferencias significativas en cuanto a los niveles de expresion de SNAT2 a
lo largo de la formacion hipocampal de ratones jovenes NT (Fig. 8F).

En resumen, se observd que a diferencia de lo observado con el transportador
SNAT1, los niveles de expresion de SNAT2 se distinguieron no sélo en el soma
neuronal sino en procesos dendriticos proximales y distales (Fig. 8G, H, I, ver

flechas y cabezas de flechas).
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Figura 8. Distribucion morfolégica del transportador SNAT2 en el hipocampo
del raton NT. (A) Inmunofluorescencia positiva para SNAT2 en la region CA1 del
hipocampo. Se observan somas y procesos dendriticos (Flechas y cabezas de
flechas). (B) Inmunofluorescencia positiva para SNAT2 en la region CA2, (C) en la
region CA3, y (D) en la region del giro dentado. Notese el incremento de marca en
la region del hilus. (E) Inmunofluorescencia positiva para SNAT2 en la region del
subiculum del hipocampo (F) Nivel de expresion del transportador SNAT2 de cada
region del hipocampo evaluada (Prueba de Wilcoxon, ns= p>0.05). (G - 1)
Inmunofluorescencia positiva para SNAT2 en neuronas del hipocampo. Se aprecia
marca en el soma y en procesos dendriticos (Flecha y cabezas de flechas), escala
A-E=50pum, GyH=5pum, n=3.

7.6 Distribucion morfologica del transportador SNAT2 en el hipocampo del
raton Tg4510

Posteriormente, se evaluaron los niveles de expresion del transportador SNAT2 en
el hipocampo de ratones Tg4510 de un mes de edad. Nuestros datos mostraron la
expresion del transportador SNAT2 en la region CAl del hipocampo, donde se
distinguen principalmente somas neuronales y procesos dendriticos (Fig. 9A, ver
flechas y cabezas de flechas, media de fluorescencia relativa de 0.019 + 0.002 u.a.).
Los niveles de expresion de SNAT2 en la region CA2 presentaron una menor
densidad y se distinguieron en somas neuronales y procesos dendriticos (Fig. 9B,
ver flechas y cabezas de flechas, media de fluorescencia relativa de 0.022 + 0.002
u.a.). En la region CA3 se observd marca en somas neuronales y procesos
dendriticos que se encontraron distribuidos de manera dispersa (Fig. 9C, ver flechas
y cabezas de flechas, media de fluorescencia relativa de 0.019 + 0.002 u.a.). Los
niveles de expresion de SNAT2 se observaron con poca densidad en la region del
hilus del giro dentado, soOlo se detectd expresion preferentemente en somas
neuronales adyacentes a la capa de células granulares (Fig. 9D, ver flechas y
cabeza de flecha, media de fluorescencia relativa de 0.02119 + 0.003 u.a.). En la

region del subiculum la marca de SNAT2 se aprecié en somas neuronales y a lo
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largo de procesos dendriticos, con una distribucion principalmente homogénea (Fig.
9E, ver flechas y cabezas de flechas, media de fluorescencia relativa de 0.022 +
0.005 u.a.). El analisis estadistico revelo que la region de CA1, CA2 y subiculum
presentaron un menor nivel de expresion de SNAT2 cuando se compara con la
region de giro dentado (Fig. 9F).

En resumen, las neuronas del ratén Tg4510 presentaron un patrén de expresion de
SNAT2 en los somas neuronales y en procesos dendriticos proximales y distales

(Fig. 9G, y 9H, ver flechas y cabezas de flechas).
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Figura 9. Distribucion morfoldgica del transportador SNAT2 en el hipocampo
del raton Tg4510. (A) Inmunofluorescencia positiva para SNAT2 en la region CA1
del hipocampo (Flechas y cabezas de flechas). (B) Inmunofluorescencia positiva
para SNAT2 en la region CA2, (C) en la region CA3 y (D) en la region del giro
dentado. (E) Inmunofluorescencia positiva para SNAT2 en la region del subiculum
del hipocampo. (F) Expresién del transportador SNAT2 de cada region del
hipocampo evaluada (Prueba de Wilcoxon, * p< = 0.05). (G y H)
Inmunofluorescencia positiva para SNAT2 en neuronas del hipocampo. Se aprecia
marca en el soma y a lo largo de los procesos dendriticos (Flecha y cabezas de
flechas), escala A—E=50 um, GyH =5 um, n = 3.

7.7 Distribucién morfolégica del transportador SNAT2 en el hipocampo del
raton 3xTg-AD

Se evaluaron los niveles de expresion del transportador SNAT2 en el hipocampo de
los ratones 3xTg-AD de un mes de edad. Nuestros datos evidenciaron la expresion
del transportador SNAT2 en la region CAl del hipocampo, tanto en somas
neuronales como a lo largo de procesos dendriticos (Fig. 10A, ver flechas y cabezas
de flechas, media de fluorescencia relativa de 0.019 + 0.002 u.a.). En la region CA2
se observd un patron de marca semejante al encontrado en CAl (Fig.10B, ver
flechas y cabezas de flechas, media de fluorescencia relativa de 0.022 + 0.002 u.a.).
Los niveles de expresion de SNAT2 en la region CA3 denotaron preferentemente
somas neuronales distribuidos de manera dispersa (Fig. 10C, ver flechas y cabezas
de flechas, media de fluorescencia relativa de 0.019 + 0.002 u.a.). La region del giro
dentado presentd expresién en somas neuronales ubicados en el hilus y adyacentes
a la capa de células granulares (Fig. 10D, ver flechas y cabezas de flechas, media
de fluorescencia relativa de 0.02119 + 0.003 u.a.). Los mayores niveles de expresion
de SNAT2 en la region del subiculum, se identificaron principalmente en somas
neuronales (Fig. 10E, ver flechas y cabezas de flechas, media de fluorescencia
relativa de 0.022 + 0.005 u.a.). El andlisis estadistico mostré que la region de CAl

presentd una disminucién en los niveles de expresidon de SNAT2 cuando se
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compara con la region del giro dentado (Fig. 10F). En resumen, nuestros resultados
mostraron que el patron de expresion de SNAT2 en neuronas de la formacion
hipocampal del ratén 3xTg-AD, presenta una expresion uniforme en el somay a lo

largo de procesos dendriticos (Fig. 10G, 10H, ver flechas y cabezas de flechas).
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Figura 10. Distribuciéon morfolégica del transportador SNAT2 en el hipocampo
del raton 3xTg-AD. (A) Inmunofluorescencia positiva para SNAT2 en la region CA1
del hipocampo (Flechas y cabezas de flechas). (B) Inmunofluorescencia positiva
para SNAT2 en laregion CA2, (C) en laregiéon CA3, (D) en laregion del giro dentado
(E) y en subiculum. (F) Expresion relativa del transportador SNAT2 de cada regién
del hipocampo (Prueba de Wilcoxon, *** p< = 0.001). (G y H) Inmunofluorescencia
positiva para SNAT2 en neuronas del hipocampo (Flechas= somas y cabezas de

flechas=dendritas), escala A— E =50 um, Gy H=10 pm, n = 3.

7.8 Disminucion en la expresion del transportador SNATZ2 en el hipocampo de
los ratones Tg4510 y 3xTg-AD

Para evaluar los niveles de expresion del transportador SNAT2 en el hipocampo de
los ratones NT, Tg4510 y 3xTg-AD se compararon los valores de fluorescencia
obtenidos a partir de las inmunofluorescencias realizadas. Nuestros datos
mostraron que en la region CA1, tanto el ratén Tg4510 como el 3xTg-AD presentan
una disminucion en la expresion del transportador SNAT2 en comparacion con el
ratdbn NT (Fig. 11A). En la regién CA2 se observé que también hay una disminucién
en los niveles de expresion de las neuronas del raton Tg4510 y 3xTg-AD (Fig. 11B).
Para el caso de la region CA3, se observd una disminucion de la expresion de
SNAT2 en ambos modelos (Fig. 11C). De igual forma, en la region del giro dentado
se detectd que tanto el raton Tg4510, como el 3xTg-AD mostraron una disminucion
en la expresion del transportador SNAT2 (Fig. 11D). Por dltimo, en la region del
subiculum se evidencié que el raton Tg4510 presenta una disminucion en la
expresion de SNAT2 (Fig. 11E). Mientras que, no se detectaron diferencias entre
los niveles de expresion del raton 3xTg-AD cuando se comparan contra el grupo NT
(Fig. 11E, p=0.16).

En resumen, nuestros datos revelaron que las neuronas de la formacion hipocampal
del raton Tg4510 presentaron una disminucion de la expresion del transportador

SNAT2 en comparacion con el ratdbn NT. Mientras que las neuronas del raton 3xTg-
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AD so6lo mostraron una disminucion en la expresion de SNAT2 en las regiones CA1,
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Figura 11. Disminucion en la expresion del transportador SNAT2 en el
hipocampo de los ratones Tg4510 y 3xTg-AD. (A) Expresion del transportador
SNAT2 en la region de CAL, B) CA2, (C) CA3, (D) giro dentado (E) y subiculum
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para el raton NT, Tg4510 y 3xTg-AD (n=3, Mann-Whitney, ns= p> =0.05, ** p< =
0.01, *** p< = 0.001, **** p< = 0.0001).

Hipocampo
SNAT1 SNAT2
Area Tg4510 3xTg-AD Tg4510 3xTg-AD
CA1 | SC N v
CA2 4 SC N N
CA3 4 SC N N
DG \ \ N v
SUB N N J e

Tabla 1. Expresién de los transportadores SNAT1 ySNAT2 en el hipocampo de
los ratones Tg4510 y 3xTg-AD. Se muestra la disminucion de la expresiéon de los
transportadores SNAT1 y SNAT2 para cada area del hipocampo de los ratones
Tg4510 y 3xTg-AD (= Disminucion de la expresion cuando se compara con los
ratones NT, SC= sin cambios cuando se compara con la expresion de los ratones
NT).

7.9 Distribucion morfolégica del transportador SNAT1 en la RSC de los
ratones NT, Tg4510y 3xTg-AD

Adicionalmente, se estudiaron los niveles de expresion del transportador SNAT1 en
la RSC de los ratones NT, Tg4510 y 3xTg-AD de un mes de edad, para lo que se
realizaron inmunofluorescencias para reconocer de manera especifica a la proteina
SNATL1. Nuestros datos mostraron la expresion de SNAT1 en la RSC de ratones NT
donde la expresion se denoto principalmente en somas neuronales pertenecientes
ala capa V (Fig. 12A, ver flechas, media de fluorescencia relativa de 1.056 + 0.126
u.a.). Los niveles de expresion de SNAT1 en la RSC de ratones Tg4510 se
detectaron de manera muy escasa en somas de la capa V (Fig. 12B, ver flechas,
media de fluorescencia relativa de 0.844 + 0.077 u.a.). En la RSC del ratén 3xTg-
AD la marca de SNAT1 se aprecio preferentemente en capa V (Fig. 12C, ver flechas,

media de fluorescencia relativa de 0.888 + 0.138 u.a.). Los mayores niveles de
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expresion de SNAT1 en la RSC del ratbn NT se presentaron en capa IV y V
principalmente (Fig. 12D, ver flechas). En la RSC del raton Tg4510 la marca
detectada fue escasa y se encontré de manera preferente en la capa V (Fig. 12E,
ver flechas). Para el caso de la RSC del raton 3xTg-AD se detectaron niveles de
expresion en las capas IV, V y VI (Fig. 12F, ver flechas).

En resumen, el patron de expresion de SNAT1 en neuronas de la RSC del raton NT
presentd una expresion de tipo puntillado y homogéneo en somas neuronales (Fig.
12G, ver flechas). Mientras que, en las neuronas del raton Tg4510 el patron de
marcaje se conservé como puntillado, pero de manera interesante presentdé una
distribucién preferentemente perinuclear (Fig. 12H, ver flechas). Por dltimo, las
neuronas del ratén 3xTg- AD se caracterizaron por ser las que presentan un patrén
puntillado mas pronunciado y con una menor densidad en somas neuronales que lo

visto con los otros dos modelos de estudio (Fig. 121, ver flechas).
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Figura 12. Distribucion morfolégica del transportador SNAT1 en la RSC de los
ratones NT, Tg4510 y 3xTg-AD. (A) Inmunofluorescencia positiva para SNAT1 en
la RSC de ratones NT. Se esquematizan las distintas capas que componen a la
RSC y se aprecia marca en somas de la capa V (Flechas). (B) Inmunofluorescencia
positiva para SNAT1 en la RSC de ratones Tg4510, (C) RSC de ratones 3xTg-AD,
(D) RSC de ratones NT. (E) RSC de ratones Tg4510. Se aprecia marca
principalmente en capa IV y V. (F) Inmunofluorescencia positiva para SNAT1 en la
RSC de ratones 3xTg-AD. Nétese la expresion tanto en capa IV, como en capa V.
(G) Inmunofluorescencia positiva para SNAT1 en somas de la RSC de ratones NT

(Flechas). (H) en la RSC de ratones Tg4510. La marca se distingue en el soma,
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alrededor del nacleo celular (Flechas). (1) Inmunofluorescencia positiva para SNAT1
en somas neuronales de la RSC de ratones 3xTg-AD (escala A—F =50 pm, G — |
=20 pm).

7.10 Distribuciéon morfoldgica del transportador SNAT2 en la RSC de los
ratones NT, Tg4510y 3xTg-AD

Para estudiar los niveles de expresion del transportador SNAT2 en la RSC de los
ratones NT, Tg4510 y 3xTg-AD de un mes de edad se realizaron nuevamente
inmunohistoquimicas para identificar al transportador SNAT2. Nuestros resultados
evidenciaron la expresion del transportador SNAT2 denotando somas neuronales
en las capas Il/lll, IVy V de la RSC de ratones NT (Fig. 13A, ver flechas, media de
fluorescencia relativa de 1.089 + 0.269 u.a.). Los niveles de expresion de SNAT2 en
la RSC de ratones Tg4510 se encontraron preferentemente en somas neuronales
de la capa IV y V (Fig. 13B, ver flechas, media de fluorescencia relativa de 0.671 +
0.113 u.a.). La expresion de SNAT2 en la RSC del raton 3xTg-AD se distingue en
las capas Il/lll, IV y V (Fig. 13C, ver flechas, media de fluorescencia relativa de 0.963
+ 0.269 u.a.). La marca de SNAT2 en el ratdbn NT se presentd principalmente en la
capaV de la RSC (Fig. 13D, ver flechas). En el caso del ratén Tg4510 se mostré de
igual forma una distribucién de marca principalmente en la capa V, pero a diferencia
del raton NT, en el raton Tg4510 si se observo expresion en procesos dendriticos.
Por altimo, la marca de SNAT2 en la RSC del ratén 3xTg-AD mostré un patrén de
marcaje principalmente en somas neuronales. En resumen, el patrén de marcaje de
SNAT2 en las neuronas de la RSC del ratbn NT mantuvo una distribucion
perinuclear en somas, con expresion tipo puntillada que se conservo al detectarse
en procesos dendriticos (Fig. 13G, ver flechas y cabezas de flechas). Por otro lado,
la expresibn de SNAT2 en neuronas del raton Tg4510 se caracterizaron por
presentarse en la membrana del soma neuronal y a lo largo de procesos dendriticos
(Fig. 13H, ver flecha y cabezas de flechas). Lo mismo se mantuvo para las neuronas
del ratén 3xTg-AD que presentaron expresién en somas neuronales y a lo largo de

procesos dendriticos (Fig. 13l, ver flechas y cabezas de flechas).
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Figura 13. Distribucion morfologica del transportador SNAT2 en la RSC de los
ratones NT, Tg4510 y 3xTg-AD. (A) Inmunofluorescencia positiva para SNAT2 en
la RSC de ratones NT. Se esquematizan las distintas capas que componen a la
RSC y se aprecian somas en las capas I/, IV y V (Flechas). (B)
Inmunofluorescencia positiva para SNAT2 en la RSC de ratones Tg4510, (C) RSC
de ratones 3xTg-AD, (D) RSC de ratones NT, (E) RSC de ratones Tg4510, (F) RSC
de ratones 3xTg-AD. (G) Inmunofluorescencia positiva para SNAT2 en neuronas de
la RSC de ratones NT. Notese la marca en somas y procesos dendriticos (Flechas

y cabezas de flechas). (H) Inmunofluorescencia positiva para SNAT2 en neurona de
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la RSC de ratones Tg4510. (I) Inmunofluorescencia positiva para SNAT2 en
neuronas de la RSC de raton 3xTg-AD (escala A - F=50 pm, G — H= 10 pm).

7.11 Disminucion en la expresion del transportador SNAT1 y SNAT2 en laRSC
de los ratones Tg4510 y 3xTg-AD

Para evaluar la expresion del transportador SNAT1 y SNAT2 en la RSC de los
ratones NT, Tg4510 y 3xTg-AD, se compararon los datos de fluorescencia obtenidos
a partir de las inmunohistoquimicas realizadas. Nuestros resultados detectaron que
el raton Tg4510 y el 3xTg-AD presentan una disminucién en la expresion del
transportador SNAT1 en comparacion con el raton NT (Fig. 14A). Del mismo modo,
nuestros datos revelaron que ambos modelos, Tg4510, y 3xTg-AD, muestran una
disminucion en la expresion de SNAT2 en comparacion con el raton NT (Fig. 14B).
Por otro lado, los andlisis estadisticos no detectaron diferencia entre la expresion
del transportador SNAT1 y SNAT2 en la RSC de ratones NT (Fig.14C, p=0.77). Sin
embargo, en el ratén Tg4510 si hay diferencias entre la expresion del transportador
SNAT1 y SNAT2 en la RSC, ya que los resultados sefialaron que el transportador
SNAT2 se expresa en menor medida que el transportador SNAT1 (Fig. 14D). Por
altimo, no se detectaron diferencias en los niveles de expresion de SNAT1y SNAT2
en la RSC del raton 3xTg-AD (Fig. 14E, p=0.21). En resumen, nuestros resultados
revelaron que los niveles de expresion de los transportadores SNAT1 y SNAT2 se
encuentran disminuidos en la RSC de ratones Tg4510 y 3xTg-AD cuando fueron
comparados con el ratdbn NT. Adicionalmente, nuestros resultados evidenciaron que
el transportador SNAT1 se expresa en mayor medida que el transportador SNAT2
en la RSC del raton Tg4510.
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Figura 14. Disminucion en la expresion del transportador SNAT1 y SNAT2 en
la RSC de los ratones Tg4510y 3xTg-AD. (A) Expresion relativa del transportador
SNAT1 en la RSC de ratones NT, Tg4510 y 3xTg-AD (n=3). (B) Expresion del
transportador SNAT2 en la RSC de ratones NT (n=5), Tg4510 (n=3) y 3xTg-AD
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(n=3). (C) Expresion del transportador SNAT1 y SNAT2 en la RSC del raton NT. (D)
Expresion del transportador SNAT1 y SNAT2 en la RSC del raton Tg4510. (E)
Expresion del transportador SNAT1 y SNAT2 en la RSC del ratén 3xTg-AD (Mann-
Whitney, ns= p>0.05, * p< = 0.05, **** p< = 0.0001).

RSC
SNAT1 SNAT2
Tg4510 3xTg-AD Tg4510 3xTg-AD
Area total d N% 4 N

Tabla 2. Expresion de los transportadores SNAT1 ySNAT2 en la RSC de los
ratones Tg4510 y 3xTg-AD. Se muestra la disminucion de la expresion de los
transportadores SNAT1 y SNAT2 de la RSC de los ratones Tg4510 y 3xTg-AD (|=

Disminucion de la expresion cuando se compara con los ratones NT).

7.12 Distribucién morfologica de la proteina pTau en el hipocampo de los
ratones 3xTg-AD y Tg4510

Para corroborar que los ratones 3xTg-AD y Tg4510 expresaran la isoforma de tau
MAPT P301L, se realizaron inmunofluorescencias para evaluar la presencia de
pTau. Nuestros resultados detectaron marca en la region CA1 en el ratén 3xTg-AD,
se destacaron somas neuronales y procesos dendriticos (Fig. 15A, ver flechas y
cabezas de flechas). La region CAl del ratébn Tg4510 presenta marca en somas
neuronales y procesos dendriticos (Fig. 15B, ver flechas y cabezas de flechas). La
region de CA2 del raton 3xTg-AD denotd6 marca preferentemente en somas
neuronales (Fig. 15C, ver flechas), por otro lado, en la regién CA2 del ratén Tg4510
se observa marca en somas y en procesos dendriticos (Fig. 15D, ver flechas y
cabezas de flechas). Para la region CA3 se detectdé marca en somas neuronales del
ratbn 3xTg-AD (Fig. 15E, flechas) y de igual manera, se observd la marca
preferentemente en somas neuronales del raton Tg4510 (Fig. 15F, ver flechas). La
region CA3 mostro expresion en somas neuronales adyacentes a la capa de células

granulares, esto para el caso tanto del raton 3xTg-AD, como para el Tg4510 (Fig.
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15E y 15F, ver flechas). En la region del giro dentado del raton 3xTg-AD, se observo
marca en somas neuronales y procesos dendriticos en la regién del hilus y cercanos
a la capa de células granulares (Fig. 15G, ver flechas y cabeza de flecha). Mientras
gue en laregion del giro dentado del ratdbn Tg4510 se observd marca principalmente
en la regién del hilus (Fig. 15H, ver flechas y cabeza de flecha). Por ultimo, en la
region del subiculum se distingui6 marca en somas neuronales y procesos
dendriticos, tanto para el raton 3xTg-AD (Fig. 151, ver flechas y cabezas de flechas),
como para el Tg4510 (Fig. 15J, ver flechas y cabezas de flechas). Estos resultados
mostraron que los mayores niveles de expresion de pTau se encuentran en los

somas neuronales de la formacion hipocampal de los ratones 3xTg-AD y Tg4510.
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Figura 15. Distribucion morfolégica de la proteina pTau en el hipocampo de
los ratones 3xTg-AD y Tg4510. (A) Inmunofluorescencia positiva para pTau en la
region CA1 del hipocampo del ratobn 3xTg-AD. Se observa marca tanto en somas
como en procesos dendriticos (Flechas y cabezas de flechas). (B)
Inmunofluorescencia positiva para pTau en la regiéon CA1 del ratébn Tg4510, (C) en
la region CA2 del raton 3xTg-AD, (D) en la regiébn CA2 del raton Tg4510, (E) en la
region CA3 del raton 3xTg-AD, (F) en la region CA3 del raton Tg4510, (G) en la
region del giro dentado del ratdon 3xTg-AD, (J) en la region del giro dentado del ratén
Tg4510. (I) en la region del subiculum del raton 3xTg-AD (J) y en la region del

subiculum del raton Tg4510 (escala=50 pm).

7.13 Distribucién morfoldgica de la proteina pTau en la RSC de los ratones
3xTg-AD y Tg4510

Adicionalmente, para corroborar que la RSC de los ratones 3xTg-AD y Tg4510
expresara la isoforma de tau MAPT P301L, nuevamente se realizaron
inmunofluorescencias para reconocer los niveles de expresion de pTau. Nuestros
resultados evidenciaron que la expresion de pTau en el raton 3xTg-AD, se detecta
en todas las capas de la RSC (Fig. 16A). Mientras que los mayores niveles de
expresion de pTau en la RSC del raton Tg4510, se encuentran principalmente en la
capa V (Fig. 16B). En resumen, el patrén de expresiéon de pTau en las neuronas de
la RSC del ratdbn 3xTg-AD, se caracteriza por ubicarse en el soma neuronal de
manera perinuclear y a lo largo de procesos dendriticos (Fig. 16C, ver flechas y
cabezas de flechas). Mientras que en las neuronas de la RSC del ratéon Tg4510 el
patron de expresibn se ubica principalmente en los somas neuronales,

conservandose la expresién de manera perinuclear (Fig. 16D, ver flechas).
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Figura 16. Distribucion morfolégica de la proteina pTau en la RSC de los
ratones 3xTg-AD y Tg4510. (A) Inmunofluorescencia positiva para pTau en la RSC
del ratén 3xTg-AD. Se esquematizan las capas de la RSC. (B) Inmunofluorescencia
positiva para pTau en la regiéon RSC del ratén Tg4510. (C) Aumento del panel A, se
observan somas y procesos dendriticos con marca (Flechas y cabezas de flechas).
(D) Aumento del panel B, se muestran somas con marca (Flechas) (escala A - B
=50 pum, escala C — D =20 pm).
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8. Discusién

8.1 Alteraciones en los transportadores de aminoacidos SNAT1y SNAT2 en la
formacion del hipocampo

En este proyecto se buscé evaluar las alteraciones de los transportadores de
aminoacidos SNAT1 y SNAT2 en las neuronas del hipocampo de ratones
transgénicos Tg4510 y 3xTg-AD de un mes de edad. Cabe mencionar que esta edad
corresponde a una etapa temprana del desarrollo de la patologia tipo Alzheimer.
Los resultados obtenidos en esta investigacion evidenciaron que las neuronas
hipocampales del ratdon NT expresan el transportador de aminoacidos SNAT1 (Fig.
4). Aungue la mayor expresion se detectd en somas, también se localizé expresion
en los procesos proximales al soma neuronal (Fig. 4). Lo anterior, esté en linea con
los resultados obtenidos por Mackenzie et al. (2003), quienes reportaron que en el
cerebro de rata adulta la expresion de SNAT1 se localizaba en somas neuronales y
en dendritas proximales. Adicionalmente, identificaron la expresion de SNAT1 en
neuronas piramidales, que se caracterizan por su actividad glutamatérgica, asi
como en interneuronas GABAérgicas. En este sentido, nuestros resultados
identificaron la expresion de SNAT1 en neuronas piramidales y en neuronas que,
por su estructura cercana a la capa de células piramidales, sugieren ser de tipo
parvoalbumina+ (Sik et al., 1995). Estos datos sugieren la posible participacién del
transportador de aminoacidos SNATL1 en la regulacion de la actividad neuronal del
hipocampo. Estudios electrofisioldgicos en otros modelos proveen evidencia de que
SNAT1 es capaz de regular la excitabilidad de la actividad neuronal, ya que al utilizar
al inhibidor competitivo no metabolizable del Sistema A, &cido alfa metilamino
isobutirico, se reduce la amplitud de los potenciales excitatorios postsinapticos
miniatura (MEPSC por sus siglas en inglés) (Armano et al., 2002).

Al evaluar los niveles de expresion del transportador SNAT1 en el modelo
transgénico Tg4510, que desarrolla agregados neurofibrilares constituidos
principalmente por la proteina tau anormalmente fosforilada, los resultados

mostraron que la expresion de SNAT1 se preservd con un patrén de localizacion
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similar, ya que encontramos expresion preferentemente en somas neuronales y en
procesos dendriticos proximales (Fig. 5). Sin embargo, la expresion del
transportador SNAT1 en este modelo transgénico se concentrd0 en la region
perinuclear (Fig.5), lo que corrobora lo que se conoce de la proteina SNAT1 que no
tiene una funcién nuclear y que ademas es reconocida por el anticuerpo en distintas
etapas de su sintesis antes de ser enviada y acoplada en membrana plasmatica
(Zander et al., 2015). Teniendo en cuenta que la proteina tau al unirse a la tubulina,
participa en la formacion de los microtibulos que conforman al citoesqueleto
neuronal (Kosik, 1993), en el modelo Tg4510 la fosforilacion anormal de la proteina
tau impide la unién de tau con la tubulina, lo que conlleva a que la estructura de los
microtubulos se vea comprometida y con ella, la estructura del citoesqueleto
neuronal (Avila, 2008). En el trafico de los transportadores SNAT hacia membrana
plasmatica, participa el transporte intracelular que esta regulado por el citoesqueleto
(Ross et al., 2009), De modo que, si el citoesqueleto se encuentra alterado, la
dindmica de transporte de estos trasportadores puede verse afectada.

Por otro lado, los resultados obtenidos en el modelo 3xTg-AD, que se caracteriza
por desarrollar agregados neurofibrilares constituidos por la proteina tau
anormalmente fosforilada y el péptido BA, mostraron que, aunque la distribucién de
SNAT1 se preserva en somas y en dendritas proximales, el patron de expresion es
preferentemente puntillado (Fig.6). De manera importante, se ha reportado que la
expresion puntillada sefiala que SNAT1 se encuentra como reserva en multiples
sitios de manera intracelular, en espera de sefales que regulen su trafico hasta la
membrana plasmatica (Mackenzie et al., 2003; Brown y Mathews, 2010). Lo anterior
estd relacionado con lo que se sabe sobre la regulacién de la expresion del
transportador SNAT1, ya que se ha descrito que la sintesis de este transportador
responde a multiples sefiales ambientales que regulan su ensamblaje en la
membrana plasmatica (McGivan y Pastor-Anglada, 1994). Entre las respuestas
ambientales que regulan su expresion, sintesis y trafico hacia la membrana se
encuentran: condiciones de isquemia (Kamphuis et al., 2007), falta de aminoacidos
(Kilberg et al., 2005), asi como una dependencia de los factores que incrementan al

AMP ciclico (Hatanaka et al., 2001). Por otro lado, en este modelo, el ratén 3xTg-
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AD presenta péptido BA que se ha relacionado con una disminucion de hasta el 50%
de la expresion del transportador SNAT1 (Buntup et al., 2008).

En resumen, los ratones jovenes NT, Tg4510 y 3xTg-AD se caracterizaron por
presentar un patron de expresion del transportador de aminoacidos SNAT1 en el
espacio somatodendritico y en dendritas proximales. Este patron de expresion ha
sido reportado por diversos autores (Mackensie et al., 2003; Melone et al., 2004).
Sin embargo, existe polémica al respecto de la expresion de SNAT1 en axones y en
contactos sinapticos. Si bien es cierto que nosotros no utilizamos marcadores que
nos permitan determinar si la expresion es en axones, Armano et al. (2002),
detectaron expresion de SNAT1 en axones, conos axonicos y contactos sinapticos,
esto en cultivos primarios de neuronas de rata en edad fetal. Mientras que, Melone
et al. (2004) realizaron un estudio en corteza cerebral de rata y humano adulto
donde identificaron por inmunohistoquimicas la expresion de SNAT1 so6lo en el
compartimento somatodendritico, con muy poca expresion en las terminales de los
axones. Ademas, por microscopia electrénica corroboran que la expresion de
SNAT1 se encuentra preferentemente en el citoplasma y en dendritas, no en
espinas dendriticas (Melone et al., 2004).

En cuanto a los niveles de expresion del transportador SNAT1, los datos
evidenciaron que se encuentra disminuido en el hipocampo del ratbn Tg4510
(Fig.7). Mientras que en el raton 3xTg-AD la expresiéon de SNAT1 se encuentra
disminuida s6lo en la region del giro dentado y subiculum (Fig.7). Es importante
mencionar que una disminucién en los niveles de expresion del transportador de
aminoacidos SNAT1 podria conducir a una menor disponibilidad de glutamina para
la sintesis de neurotransmisores. En suma, estos datos sugieren la participacion de
SNAT1 como mecanismo de patogénesis en el desarrollo de la patologia de
Alzheimer. De manera similar, nuestros resultados evidenciaron que la expresion
de SNAT2 en el ratdbn NT se encuentra preferentemente en somas y en procesos
dendriticos distales (Fig.8), lo cual confirma lo encontrado por Gonzéalez-Gonzalez
et al. (2005), quienes encontraron que SNAT2 se expresa en somas neuronales y
en procesos dendriticos distales. Asimismo, nuestros datos también muestran que

la expresion de SNAT2 se encuentra en células piramidales y en neuronas que por
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Su posicion y estructura sugieren ser parvoalbumina+ (Sik et al., 1995). De manera
interesante, en el hipocampo del raton Tg4510 y 3xTg-AD, el patrén de la
distribucion morfologica de SNAT2 se conserva ya que también se distingue
expresion en somas y en procesos dendriticos distales de neuronas piramidales y
sugerentes de parvoalbumina+ (Sik et al., 1995) (Fig.9 y 10). El patron de expresion
se distingue en la membrana plasmética de las neuronas, como lo habia encontrado
y reportado Blot et al. (2009). La ubicacion en membrana plasméatica sugiere que se
encuentra en su forma madura, participando en el transporte de aminoacidos
neutros (Blot et al., 2009). Estos datos sugieren que la expresion de tau
anormalmente fosforilada y la sobreproduccion de BA no alteran el patron de la
distribucion de los transportadores SNAT2, sin embargo, los que si se alteran son
los niveles de expresion (Fig. 11). Lo que nos lleva a sugerir que la disminucion de
SNAT2 que observamos en la formacion hipocampal del ratbn Tg4510 y en las
regiones CA1, CA2, CA3 y giro dentado del ratén 3xTg-AD, podrian ser eventos
tempranos en una desregulacion metabodlica en el cerebro que posteriormente
puede conducir alteraciones en la sinapsis (Fig. 11). El desbalance metabdlico en
el cerebro ya ha sido propuesto como un evento que correlaciona con la pérdida de
sinapsis y el deterioro cognitivo, particularmente la resistencia a la insulina

observada en el cerebro de pacientes con la EA (Talbot et al., 2012).

8.2 Alteraciones en los transportadores de aminoacidos SNAT1y SNAT2 en la

formacién de la RSC

Al evaluar los transportadores de aminoacidos en la RSC, los resultados
evidenciaron que el patrén de expresion de SNATL1 difiere entre los ratones
transgénicos y NT. El marcaje en el ratdbn NT denot6 un patron menos puntillado y
con expresion homogénea en los somas neuronales, lo que sugiere que el
transportador se encuentra en la membrana plasmatica (Fig.12). La expresion en
Tg4510 se observo puntillada y con una distribucion perinuclear, mientras que en el

ratbn 3xTg-AD la expresion en somas neuronales se observd preferentemente
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puntillada (Fig.12). Como se menciond anteriormente, la expresion de SNAT1
puntillada estd asociada a que existen reservas intracelulares del transportador que
en respuesta a estimulos o demanda metabdlica realizaran el trafico hasta la
membrana plasmatica (Brown y Mathews, 2010).

En el caso del transportador SNAT2 en la RSC del ratén Tg4510 y 3xTg-AD, el
patron de expresion observado en el hipocampo, se preservé en las capas de la
RSC. La expresion de SNAT2 no se limita Gnicamente a somas neuronales, sino
gue también es detectado en procesos dendriticos, como habia sido detectado en
el hipocampo (Figl3). A diferencia de SNAT1 en la RSC, SNAT2 no sélo se detecta
en capa V, sino en las capas Il/lll, IV tanto en el ratbn NT, como en el 3xTg-AD, lo
gue sugiere que SNAT2 desempefia un papel importante en neuronas de distintos
tipos a distintos niveles de las capas de la RSC, en comparacion con SNAT1 (Fig.
13). Esto podria estar relacionado con el hecho de que se ha reportado que estos
transportadores se encuentran en regiones distintas y, en consecuencia,
desempeiian papeles complementarios (Armano et al., 2002).

De manera interesante, nosotros encontramos que, con respecto a los niveles de
expresion en la RSC del raton Tg4519 y del 3xTg-AD, los transportadores SNAT1 y
SNAT2 se encuentran disminuidos en comparacion con los datos del raton NT (Fig.
14). Lo que sugiere que ademdas del hipocampo, la RSC también presenta
alteraciones en los transportadores SNAT1 y SNAT2. Los niveles de expresion de
SNAT1 y SNAT2 en la RSC no presentaron diferencias entre si, es decir que en
este punto temporal de la neurodegeneracién no se detectan diferencias entre la
expresion de estos dos transportadores en el caso de los ratones NT y 3xTg-AD
(Fig. 14).

En resumen, los hallazgos de este proyecto evidencian que los ratones transgénicos
Tg4510 y 3xTg-AD a la edad de un mes, denotan expresion de tau fosforilada en la
formacion hipocampal y la RSC (Fig. 15 y 16) y la presencia de tau fosforilada
correlaciona con alteraciones en los niveles de expresion de los transportadores
SNAT1 y SNAT2. Lo que contribuye directamente a modificar la respuesta de las

neuronas involucradas en procesos de aprendizaje y memoria.
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9. Conclusiones

9.1 El transportador SNAT1 denotdé un patron de expresion preferentemente en
somas neuronales y en procesos dendriticos proximales, este patron se conservo
en el hipocampo del raton NT, Tg4510 y 3xTg-AD de un mes de edad.

9.2 El patrén de expresion del transportador SNAT1 en el hipocampo del raton NT
y Tg4510, se presentd de forma homogénea, mientras que el raton 3xTg-AD
presento un patron de expresion puntillado.

9.3 Los niveles de expresion del transportador SNAT1 se encontraron disminuidos,
a lo largo de la formacion hipocampal del ratébn Tg4510, cuando se compararon con
lo encontrado en el raton NT.

9.4 En el hipocampo del raton 3xTg-AD, los niveles de expresion del transportador
SNAT1 se encontraron disminuidos en la regién del giro dentado y subiculum,
cuando se compararon con el ratébn NT.

9.5 El transportador SNAT2 presentd un patréon de expresibn homogéneo
preferentemente en somas y a lo largo de procesos dendriticos distales, este patron
se preservo en el hipocampo del raton NT, Tg4510 y 3xTg-AD a la edad de un mes.
9.6 Los niveles de expresion del transportador SNAT2 a lo largo de la formacion
hipocampal del raton Tg4510 presentaron una disminucion cuando fueron
comparados con el raton NT.

9.7 El transportador SNAT2 mostré una disminucion en los niveles de expresion de
las regiones CA1l, CA2, CA3 y giro dentado del hipocampo del raton 3xTg-AD,
cuando se compardé con lo encontrado en el raton NT.

9.8 El transportador SNAT1 se expreso principalmente en las capas IV y V de la
RSC en los ratones NT, Tg4510 y 3xTg-AD, con una distribucién preferentemente
en somas neuronales.

9.9 El transportador SNAT2 denot6 un patron de expresion puntillada en somas y
en procesos dendriticos en las neuronas de las capas Il/lll, IV, Vy VI de la RSC de
los ratones NT, Tg4510 Y 3xTg-AD.
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9.10 Los niveles de expresion de los transportadores SNAT1 y SNAT2 se
encontraron disminuidos en la RSC de los ratones Tg4510 y 3xTg-AD, cuando
fueron comparados con el raton NT.

9.11 El hipocampo y la RSC de los ratones Tg4510 y 3xTg-AD a la edad de un mes,
presentaron tau anormalmente fosforilada en la formacién hipocampal y en la RSC.
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