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OBJETIVOS:

Demostrar que el uso de ratones transgéenicos puede ser una via para la comprension y el estudio de los mecanismos moleculares y
fisiopatologicos de la enfermedad del Alzheimer que conducen a déficits de memoria.

INTRODUCCION: MATERIAL Y METODOS:

Lineas de ratones transgénicos: cinco mutaciones para FAD actuan conjuntamente para incrementar los
niveles de péptidos b-amieloides, especialmente A342 neurotdxico. Se usan ratones no transgénicos wt para
los controles. Los experimentos se realizaron entre los 4 y 6 meses de vida de los ratones, sin tener en
cuenta el genotipo de los ratones.

Electrofisiologia: evaluacion de la  transmision sinaptica basal mediante medidas
de fEPSP (field excitatory postsynaptic potential) y TBS (10-theta-burst stimulation).

Condicionamiento contextual del miedo: FreezeFrame software para controlar choque eléctrico y analizar

Aungue hay modelos animales para la enfermedad de Alzheimer (AD) que representan la disfuncion sinaptica
en el hipocampo y la disfuncidon cognitiva dependientes de [3-amieloide, se tiene un pobre conocimiento de
como la estabilizacion de la memoria dependiente de la corteza que sigue a la codificacion en el hipocampo se
ve afectada. Aqui, hemos analizado sistematicamente fenotipos biofisicos y conductuales, incluyendo funciones
de memoria remota, en ratones transgénicos 5XFAD APP/PS1 que contienen cinco mutaciones para AD familiar.
Encontramos que los ratones 5XFAD presentan disfuncion del hipocampo como observamos mediante los
niveles reducidos de transmision basal y potenciacion a largo plazo en la sinapsis colateral-CA1 de Schaffer. La

memoria dependiente de hipocampo testeada en el dia 1 tras condicionamiento contextual del miedo también los datos. Respuesta al choque medida por comportamiento freezing, ausencia de todo movimiento a
se ve alterada dependiendo de la edad en los ratones 5XFAD, en correlacién con la aparicién de los fallos excepcion del respiratorio. Videos con los datos analizados fotograma a fotograma para cuantificar el
sinapticos del hipocampo. Nuestros resultados indican que los ratones 5XFAD proporcionan un modelo animal freezing.

Analisis estadistico: determinacion de la diferencia de freezing entre los grupos mediante ANOVA
unidireccional o ANOVA bidireccional junto con pruebas PLSD post-hoc de Fisher. Los datos se presentaron
como media + SEM y el nivel de significacion se establecié para un valor de P menor que 0.05.

util para investigar los mecanismos e intervenciones terapéuticas para multiples disfunciones sinapticas y de
memoria asociadas a AD.

RESULTADOS:

1. Fallos sinapticos del hipocampo en ratones 5XFAD:

Las consecuencias neurofisiologicas de la acumulacion de AP que pueden ser |la base de los déficits en la
formacion de la memoria del hipocampo son principalmente reducciones en la transmision excitadora basal y /
o LTP deficiente en las sinapsis glutamatérgicas CA1 del hipocampo en una serie de modelos de ratones
transgénicos. Realizamos una evaluacion sistematica de los cambios en las funciones sinapticas del hipocampo
en ratones 5XFAD en diferentes etapas de progresion de la enfermedad.

Para explorar aun mas el procesamiento del hipocampo en el condicionamiento contextual del miedo en
ratones 5XFAD, probamos la extincion de la memoria después de su adquisicion.
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3.5-4 months 5.5-6.5 months 3. Alteraciones de la estabilizacion de memoria remota en ratones 5XFAD

Estudios previos con inactivacion cerebral y técnicas de imagen demuestran el papel temporal del
hipocampo en la formacion y mantenimiento de la memoria, y proporcionan evidencia convergente para el
cambio de tiempo de recuerdos recientes dependientes del hipocampo (1 dia después del entrenamiento) a
independiente del hipocampo (pero dependientes de la corteza) recuerdos remotos (~ 30 dias después del
entrenamiento) en una variedad de tareas de aprendizaje, incluido el condicionamiento contextual del

A continuacion, se examina la plasticidad en las sinapsis colaterales CA1 del hipocampo de ratones 5XFAD.
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Alteraciones de LTP dependientes de la edad, a diferencia de la potenciacion por doble-pulso en cortes de hipocampo de
ratones 5XFAD. G y H, los grdficos de barras de resumen muestran reducciones significativas en la LTP medida por las
pendientes de fEPSP normalizadas promedio durante 30-40 minutos después de TBS en ratones 5XFAD a los 6 meses de
edad (H) pero no a <4 meses de edad (G) (n = 5—8 ratones por grupo). * P <0.05 versus controles de wt. Todos los datos se
presentan como media + SEM.
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Ademas, probamos si la funcion de memoria remota se mantuvo afectada en ratones 5XFAD de edad
avanzada (6 meses de edad).

2. Alteraciones de la formacion de memoria en el hipocampo en ratones 5XFAD

Con el condicionamiento contextual del miedo, los ratones aprenden a asociar un estimulo exterior con un
choque eléctrico aversivo en las patas. Los ratones wt exhiben una respuesta condicionada al miedo robusta
medida mediante freezing al colocarlos en la camara de 1 dia después del condicionamiento. Mientras que los A 241 ater 3 cS/US pairings B days after 3 CS/US pairings C days after 5 CS/US pairings
ratones 5XFAD <4 meses de edad presentan niveles de freezing indistinguibles de los wt, los ratones 5XFAD a los :Z [ Wild-type -8,3 1 (] Wild-type . O Wild-type
6 meses de edad presentan niveles significativamente mas bajos de freezing en comparacion con los ratones wt. L W 5XFAD 60 W SXFAD 80 —1— W 5XFAD
Por tanto, los ratones 5XFAD presentan déficits dependientes de |la edad en la formacion de la memoria del

miedo contextual consistentes con la aparicion de fallos sinapticos CA1 del hipocampo.
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Deficiencias de la estabilizacion remota de la memoria después del condicionamiento por miedo contextual en ratones
5XFAD a los 6 meses de edad. A, los ratones 5XFAD muestran niveles de freezing contextual equivalentes a los de los
ratones de wt cuando se prueban 1 dia después del entrenamiento con tres parejas CS-US (n = 15-17 ratones por
grupo). B, los ratones 5XFAD muestran niveles significativamente mads bajos de freezing que los ratones de wt cuando
se prueban 30 dias después del entrenamiento con tres emparejamientos CS-US (n = 13 ratones por grupo). C, los
ratones 5XFAD muestran niveles significativamente mds bajos de freezing que los ratones de wt cuando se prueban 30
dias después del entrenamiento con cinco parejas CS-US (n = 14 ratones por grupo). * P <0.05 versus controles de wt.
Todos los datos se presentan como media + SEM.
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meses de edad (n = 13-30 ratones por grupo). * P
<0.05 versus controles de wt. Todos los datos se
presentan como media + SEM

DISCUSION:
Los ratones doble transgénicos 5XFAD APP/PS1 recogen muchas de los cambios patoldgicos relacionados con la enfermedad de Alzheimer de manera acelerada. Ademads de los niveles de Ab y la carga amieloide aumentan
drasticamente en cerebros de %XFAD entre los 4 y 6 meses de edad, este estudio demuestra que las disfunciones sinapticas en hipocampo, cuantificadas por la reduccion en transmision basal y LTP en sinapsis colateral de Schaffer
CA-1, surgen en ratones 5XFAD a los 6 meses de edad, pero no se encuentran antes de los 4 meses de edad. Los resultados son consistentes con las observaciones de que las corrientes dependientes de ambos NMDA y AMPA se ven
disminuidas, y LTP dependiente de NMDA presenta alteraciones en la region CA1 del hipocampo de otros ratones transgénicos. Niveles sinapticos reducidos de algunas subunidades de estos dos receptores en neuronas de ratones
APP dan una base molecular a estos cambios fisiologicos, aunque los mecanismos precisos por los cuales |la acumulacion de Ab altera la sinapsis queda por determinar.
Concomitante con la aparicion de fallos sinapticos en el hipocampo, ratones 5XFAD empiezan a presentar alteraciones en la formacion de la memoria dependiente del hipocampo a partir de los 6 meses de edad. Por ello, es
concebible que las reducciones de transmision basal dependientes de A3, los déficits en LTP, o ambos, contribuyan al declive de la memoria.
Este estudio revela que la estabilizacion de memorias remotas se ve también alterada en ratones 5XFAD de diferentes edades. Esta es la primera demostracion de deficiencias en |la estabilizacion de memorias remotas en modelos de
raton AP}, que reflejan disfuncion en la corteza probablemente debida a la acumulacién significativa de A3 en esta estructura cerebral. La aparicion de déficits en la memoria remota precede a la aparicion de disfuncion cognitiva y
sinaptica en el hipocampo en ratones 5XFAD. Por tanto, es posible que estas memorias no puedan ser transferidas y estabilizadas como memorias remotas en la corteza cerebral, a pesar de que queden temporalmente codificadas en
los circuitos del hipocampo durante fases tempranas de la progresion de AD.
Los modelos transgénicos de AD han permitido grandes avances en el entendimiento tanto de |a patogenia como de intervenciones terapéuticas para la enfermedad. En particular, el uso de estudios del comportamiento para
estudiar los aspectos cognitivos es esencial para la evaluacion de posibles estrategias terapéuticas. Recientemente se ha determinado que los transgénicos APP/PS1 también presentan alteraciones en las memorias no dependientes
de hipocampo, consistente con las observaciones clinicas de AD. Asimismo, los resultados demuestran que la estabilizacion de memorias remotas cortical que sigue a la formacion de la memoria en el hipocampo se ve alterada en
modelos transgénicos 5XFAD APP/PS1. Por ello, se debe prestar mdas atencidon a estos procesos independientes del hipocampo en futuros experimentos para probar la eficacia de posibles terapias para el tratamiento de un amplio
espectro de disfunciones cognitivas asociadas a la enfermedad de Alzheimer.



