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Resumen Existen multiples evidencias de alteraciones neuronales y gliales en etapas avanzadas de la enfe-
medad de Alzheimer con abundantes depdsitos cerebrales de beta amiloide, aunque hay pocos datos
de cambios tempranos que podrian contribuir al desarrollo de la enfermedad. Evaluamos alteraciones morfolo-
gicas neuronales y gliales, y cambios cognitivos y emocionales tempranos en ratones transgénicos PDAPP-J20
(Tg), portadores del gen humano de APP (amyloid precursor protein) mutado, a los 5 meses de edad, aun sin
depdsitos amiloides en el hipocampo y con niveles bajos de péptidos amiloides cerebrales. Mediante inmunohis-
toquimica para NeuN, los Tg presentaron menor nimero de neuronas piramidales y granulares en el hipocampo,
junto con un menor volumen de la estructura, en comparacion con los controles no transgénicos. La neurogénesis
se encontré afectada, evidenciada por reducido nimero de neuronas DCX+ en el giro dentado. En la regiéon CA3,
hubo una menor densidad de sinaptofisina sugiriendo alteraciones sinapticas entre neuronas granulares y pirami-
dales, sin cambios en la densidad de espinas dendriticas en CA1. Utilizando microscopia confocal, observamos
una disminucién del nimero de astrocitos GFAP+ con una reduccion de la complejidad celular, sugiriendo atrofia
glial. Se detect6é un déficit cognitivo (reconocimiento de localizacién novedosa de un objeto) y un aumento de la
ansiedad (campo abierto) en los Tg, con aumento en los nucleos c-Fos+ en amigdala, evidenciando el papel de la
emocionalidad en los inicios de la enfermedad. El estudio de las alteraciones iniciales en la enfermedad amiloide
podria contribuir al desarrollo de métodos de diagndstico temprano y de terapéutica preventiva.
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Abstract Hippocampal and cognitive alterations precede amyloid deposition in a mouse model of Al-
zheimer’s disease. Although there is strong evidence about neuronal and glial disturbances at
advanced stages of Alzheimer’s disease, less attention has been directed to early, pre-amyloid changes that
could contribute to the progression of the disease. We evaluated neuronal and glial morphological changes and
behavioral disturbances in PDAPP-J20 transgenic (Tg) mice, carrying mutated human APP gene (amyloid precur-
sor protein), at 5 months of age, before brain amyloid deposition occurs. Using NeuN immunohistochemistry we
found decreased numbers of pyramidal and granular neurons in the hippocampus associated with a reduction
of hippocampal volume in Tg mice compared with controls. Neurogenesis was impaired, evidenced by means of
DCX immunohistochemistry in the dentate gyrus. In the CA3 region we found a decreased density of synaptophy-
sin, suggesting synaptic disturbance, but no changes were found in CA1 synaptic spine density. Using confocal
microscopy we observed decreased number and cell complexity of GFAP+ astrocytes, indicating potential glial
atrophy. Cognitive impairment (novel location recognition test) and increased anxiety (open field) were detected
in Tg mice, associated with more c-Fos+ nuclei in the amygdala, possibly indicating a role for emotionality in
early stages of the disease. The study of early alterations in the course of amyloid pathology could contribute to
the development of diagnostic and preventive strategies.
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La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad
neurodegenerativa y la primera causa de demencia.
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Cambios cognitivos y de la personalidad son los princi-
pales sintomas, mientras que sus caracteristicas histo-
patoldgicas son las placas amiloides (PA), compuestas
mayormente de péptidos B amiloides (Ap), y los ovillos
neurofibrilares de proteina tau hiperfosforilada. Si bien
no se conoce con certeza la causa de la acumulacion
de AB, podria deberse a un aumento en su produccion,
como ocurre cuando existen mutaciones en la proteina
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precursora de amiloide o en las enzimas que la clivan, o
a un déficit en su eliminacion o degradacion’-2. Se han
descrito en profundidad alteraciones inflamatorias y gliales
que ocurren en la cercania de los depdsitos amiloides y
principalmente en etapas avanzadas de la enfermedad’.
Cambios reactivos en la astroglia asi como diferentes
grados de activacion microglial son alteraciones comunes
en muestras cerebrales post mortem de pacientes con EA,
acompafadas de pérdida o atrofia neuronal y cambios
sinapticos. En contraposicion, la informacion disponible
sobre cambios tempranos es escasa®, cuando una in-
tervencion terapéutica podria ser mas efectiva. En las
etapas previas al depdsito de PA existen oligdmeros AB
solubles cuya toxicidad podria subyacer al déficit sinaptico
temprano que se ha descrito en modelos animales de la
EA*. La disfuncion sinaptica y glial llevaria a la pérdida de
neuronas y de los circuitos que ellas integran conduciendo
al dafio cognitivo y a la demencia. Sin embargo, existen
discrepancias respecto a la pérdida de neuronas en los
diferentes modelos animales de la EA% S,

Los astrocitos desempefan multiples funciones fisio-
I6gicas que contribuyen a la homeostasis y a la funcién
del sistema nervioso central. En un contexto inflamatorio
0 neurodegenerativo, los astrocitos se vuelven reacti-
vos, experimentan cambios morfoldgicos, pierden sus
funciones fisioldgicas y promueven el dafio neuronal y la
muerte celular’. Estos cambios no han sido observados
en etapas tempranas de la EA aunque es posible que
existan alteraciones sutiles que podrian integrar una pri-
mera fase patogénica. Recientemente, y en coincidencia
con hallazgos en otros modelos animales®, describimos
dos subpoblaciones de astrocitos en el hipocampo de
ratones transgénicos PDAPP-J20, modelo aceptado de
la EA, en una etapa en la que existe abundante depdsito
de PA. Por un lado, astrocitos reactivos “clasicos”, con
agrandamiento del soma y de sus procesos, que se
encuentran asociados a PA. Por el otro, astrocitos no
asociados a PA, con cambios morfologicos distintos a
los clasicos®. Por lo expuesto, seria importante poder
detectar cambios cerebrales precoces que ayuden tanto
a comprender el proceso fisiopatoldgico involucrado en
la EA como a identificar blancos terapéuticos tempranos.

Tomando como hipotesis que existen cambios celu-
lares independientes del depdsito de péptidos AP, en el
presente trabajo nos propusimos estudiar poblaciones
neuronales y astrogliales en una etapa temprana de la
enfermedad en la que aun no hay PA en el hipocampo,
en ratones transgénicos PDAPP-J20 de 5 meses de edad.
Paralelamente realizamos una evaluacion conductual
para detectar cambios cognitivos y emocionales. Se es-
tudiaron ratones PDAPP-J20, portadores del gen humano
de APP (amyloid precursor protein) con las mutaciones
Swe e Ind para la EA familiar, que desarrollan enfermedad
amiloide y disfuncion cognitiva de manera progresiva'® y
que, en etapas avanzadas, presentan hiperfosforilacion
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de Tau''. La colonia de ratones transgénicos se mantuvo
mediante cruzas con ratones C57BL/6J en el Bioterio
del IBYME en condiciones estandar de luz-oscuridad,
temperatura y humedad. El transgen se detecté mediante
PCR. Los protocolos fueron aprobados por el Comité de
Etica del IBYME y siguieron las directivas de la Guia para
el Uso y Cuidado de Animales de Laboratorio del NIH. A
los 5 meses de edad los animales fueron anestesiados
con ketamina y xilacina y perfundidos con NaCl 0.9% y
paraformaldehido 4%. Luego de fijar por 24 horas, se ob-
tuvieron cortes cerebrales coronales de 60 um en vibrato-
mo. Las comparaciones estadisticas fueron realizadas
mediante la prueba t de Student y, para el analisis de la
conducta en la prueba de campo abierto, por estadistica
multivariada. Se considerd un valor de p < 0.05 como
estadisticamente significativo.

Se determinaron los niveles cerebrales de péptidos
ApB mediante ELISA en homogenatos de cerebro, encon-
trando que fueron muy bajos en los Tg (Ap 1-40: 0.525
+ 0.308 y AB 1-42 1.264 + 0.751) y no detectables en
los controles. Se realiz6 la tincion de rojo Congo'. Los
animales Tg presentaron marca practicamente indetec-
table mientras que en los NTg no se encontré marca.
Se utilizaron cortes cerebrales de ratones PDAPP-J20
de 20 meses de edad como controles positivos (Fig. 1
A), encontrando una carga de placas significativamente
mayor que a los 5 meses (p < 0.01).

Utilizando inmunohistoquimica para NeuN (Fig. 1 B)
y andlisis de imagenes determinamos el volumen del
hipocampo y sus sub-regiones, el nimero de neuronas y
el diametro de las neuronas granulares. Los Tg mostraron
una disminucién del volumen del hipocampo de 14.3 %
(9.583 + 0.244 mm3en NTgvs. 8.210 +0.405 mmien Tg;
p < 0.01). También, el volumen de CA1 de los Tg mostrd
una reduccion del 27% (0.365 + 0.028 mm?3 en NTg vs.
0.266 + 0.028 mm? en Tg; p < 0.05) mientras que el vo-
lumen de la GCL disminuy6 28% (0.519 + 0.021 mm?3en
NTgvs. 0.374 +0.034 mméen Tg; p <0.01). La reduccién
del volumen se acompafioé de un menor numero de neuro-
nas en los Tgen CA1 (62 740 + 5369 células/CA1 en NTg
vs. 46 200 + 5247 en Tg; p < 0.05) y en GCL (131700 +
5583 células/GCL en NTg vs. 105 700 + 12290 en Tg;
p < 0.05). Se observé una disminucion en el diametro de
las neuronas granulares en ratones Tg (7.882 + 0.200 pm
en NTgy 7.335 +0.120 en Tg; p < 0.05).

Se evalud la neurogénesis adulta mediante la cuan-
tificacion del numero de neuronas doublecortin+ DCX
(Fig. 1C), en el giro dentado y su grado de maduracion. El
numero de neuronas DCX+ en el giro dentado fue menor
en los ratones PDAPP que en los controles (p < 0.001).
Dividimos la poblacién de células DCX+ entre una
poblacion madura y otra inmadura por caracteristicas
morfolégicas y encontramos que en los animales Tg
existia una disminucion mayor de las células inmaduras,
posiblemente indicando una alteracion en la proliferacion.
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Fig. 1.— A. Tincién de rojo Congo en el hipocampo de ratones transgénicos (Tg) de 5 meses y 20 meses de edad (barra
300 pm). A los 5 meses no se encontraron depodsitos amiloides. A los 20 meses se encontraron abundantes placas amilo-
des y un aumento en la carga amiloide medida en CA1. B. Inmunohistoquimica para NeuN (barra 300 uym) y cuantificacion
del volumen del hipocampo y el nimero de neuronas granulares (inserto izquierdo en la microfotografia, barra 10 pm) y
piramidales (inserto derecho). C. Microfotografias de la inmunohistoquimica para doublecortin (DCX) en el giro dentado
(barra 150 pm) y cuantificacion del nimero de neuronas DCX+ en el giro dentado. D. Imagen promediada a partir de
multiples planos de confocal de la inmunofluorescencia para GFAP (barra 50 pm) y analisis del nimero y complejidad de

los astrocitos GFAP+. * p < 0.05 y **p < 0.01.

Se analizd la densidad optica de sinaptofisina en el
stratum lucidum de CAS para detectar densidades presi-
napticas. Al analizar la inmunorreactividad para sinapto-
fisina, encontramos que los Tg presentaron una menor
densidad optica que los controles (p < 0.05). Mediante
la tincion de Golgi se determind la densidad de espinas
dendriticas en piramidales de CA1 pero no se encontraron
diferencias significativas entre los grupos (0.922 + 0.031
en NTg vs. 0.937 + 0.056 en Tg).

Por microscopia confocal se determiné el numero, el vo-
lumen y la superficie celular de los astrocitos positivos para
GFAP en el stratum radiatum (str rad) de CA1 (Fig. 1D). El
numero de astrocitos GFAP+ se encontrd disminuido en
los animales Tg en ausencia de placas amiloides (16120
+ 671 GFAP+ células/str rad CA1 en NTg vs. 11 820 =
1033 en Tg; p < 0.01). La complejidad (calculada como
indice superficie/volumen de cada célula) fue menor en
los animales Tg (68.19 + 3.80 vs. 53.01 + 2.72 en NTg y
Tg respectivamente; p < 0.01). No se encontraron cambios
en superficie y volumen individualmente.

Se realiz6 la prueba de reconocimiento de localizacién
novedosa (NLR) (Fig. 2 A), colocando al ratén en una caja

plastica (30 x 30 cm) junto con dos objetos idénticos en
dos esquinas adyacentes de la caja permitiendo explorar
por 10 min (T1). Luego se retir6 al raton y se relocalizé
uno de los dos objetos. Al cabo de 60 min se reintrodujo
al ratén a la caja y se lo dej6 explorar por 10 min (T2). Se
cuantificé el tiempo que cada raton explord cada objeto en
T2y se calculd el % del tiempo que dedico a cada objeto.
Se observo que los ratones transgénicos exploraron una
menor proporcion del tiempo el objeto desplazado con res-
pecto al control (67.60 + 2.81% en NTgy 54.18 + 3.26%
en Tg; p < 0.01). Los Tg no difirieron del nivel de azar
(50%) para una prueba de este tipo (p = 0.24) mientras
que los NTg si (p < 0.0001).

Se realizo la prueba de campo abierto utilizando una
caja de 55 x 55 cm dividida en 5 x 5 cuadrados y se
cuantificé el nimero de rearings, cruces, el tiempo en la
periferia de la caja y el tiempo de reaccion (Fig. 2 B). Se
calcularon variables cualitativas (actividad, defecacion,
reaccion) y se realizé estadistica multivariada para su
analisis. Se determind la funcion discriminante utilizando
los factores rearings, % tiempo en la periferia y cruces.
Se vio que fue negativa para los NTg (— 0.51 + 0.26) y
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Fig. 2.— A. Protocolo de la prueba de reconocimiento de localizacién novedosa de un objeto. Se utilizaron T1 y T2 de 10 min
con intervalo de 60 min. Se cuantificé el % de tiempo en T2 utilizado para explorar el objeto relocalizado. B. En la prueba
de campo abierto (5 min) se cuantificaron los rearings, los cruces y el % de tiempo en la periferia. C. Inmunohistoquimica
para c-Fos en amigdala (barra 150 pm) y cuantificacién de los nicleos positivos. * p < 0.05 y *** p < 0.001.

positiva para los Tg (0.76 + 0.23), difiriendo entre los
grupos (p < 0.05). La funcién discriminante fue positiva
al asociarse a reduccion de rearings'y % de tiempo en la
periferia y al aumento de cruces. Las variables candnicas
mostraron que los transgénicos se asociaron a mayor
actividad, reaccion retardada y defecacion (p < 0.05).

Se cuantificd el nimero de nucleos c-Fos+ en amig-
dala basolateral (Fig. 2 C) y se encontré un aumento en
los animales transgénicos con respecto a los controles
(p < 0.01), indicando una mayor activacion neuronal, po-
siblemente subyaciendo al comportamiento simil-ansioso
detectado en el campo abierto.

En nuestro estudio encontramos multiples cambios
neuronales y gliales en el hipocampo del ratén PDAPP-
J20 en una etapa temprana de la enfermedad, cuando
aun no hay PA y los niveles de péptidos amiloides cere-
brales detectados por ELISA son bajos. Al no haber PA,
la fuente principal del AB detectado deberia ser la fraccion
soluble, la cual posee reconocidos efectos neurotdxicos'.
Determinamos que la pérdida de volumen se asocié a un
menor numero de neuronas y a un menor diametro celular
(granulares). Algunos autores han descrito una asociacion

entre la disminucién del volumen neuronal hipocampal
y el déficit cognitivo®. En el estudio de la neurogénesis
mediante la deteccion del marcador DCX, encontramos
que no solo estaba disminuido el nimero de neuronas
jovenes en los ratones Tg, sino que estaban afectadas
principalmente las neuronas mas inmaduras, sugiriendo
una proliferacion celular alterada e indicando que ésta
podria ser otra via afectada tempranamente. Reforzando
la idea de un dano en la conectividad cerebral, encon-
tramos una disminucién del contenido de sinaptofisina
en la region CA3, lo que reflejaria un dafio en el circuito
hipocampal. Sin embargo, no encontramos cambios en
la densidad de espinas dendriticas en CA1 mediante la
técnica de Golgi, lo cual podria indicar que es necesaria
una mayor progresion de la enfermedad para que se evi-
dencie el dafio. La astrogliosis que acompana el proceso
neurodegenerativo ha sido descrita con anterioridad® '
aunque existe relativamente escasa evidencia de cambios
gliales tempranos. Como muestran nuestros resultados,
el nimero y la complejidad de los astrocitos GFAP+ se
encontraron disminuidos en los ratones Tg incluso en
una etapa temprana de la patologia. Nuestro grupo esta
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actualmente estudiando la funcionalidad de estos astro-
citos para determinar si esta afectada desde el inicio de
la enfermedad. Encontramos que los ratones Tg presen-
taron alteraciones en la memoria y un fenotipo ansioso
en comparacion con los controles. Si bien se han descrito
multiples alteraciones cognitivas en modelos de EA, la
mayoria se han encontrado en etapas avanzadas'™. La
disfuncion cognitiva podria asociarse con la disminucion
de la capacidad neurogénica y de la densidad de sinap-
tofisina dado el rol que este circuito cumple en el proceso
de memoria espacial. Paralelamente, encontramos que
existe un fenotipo ansioso que coincide con un aumento
de la actividad neuronal c-Fos+ en la amigdala. Se ha
sugerido que la conducta ansiosa podria ser un factor de
riesgo para enfermedades asociadas al envejecimiento’®.

En conclusién, en este estudio hemos encontrado
alteraciones estructurales y morfoldgicas en el hipocam-
po de ratones transgénicos PDAPP-J20 en una etapa
temprana de la patologia en la que aun no hay PAy los
péptidos solubles derivados de APP se encuentran en
niveles muy bajos. Los cambios en el diametro neuronal y
en la complejidad glial podrian ser indicadores tempranos
del progreso de la enfermedad. Aun resta responder la
pregunta acerca de cudles serian los fendmenos inicia-
dores de la enfermedad. Creemos que estos resultados
podran ayudar en la identificacion de blancos terapéuti-
cos y sintomas iniciales en la enfermedad de Alzheimer
,fundamentales para contribuir a un diagndstico precoz
y controlar su progresion.
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