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Resumen

Los astrocitos se encargan del funcionamiento 6ptimo del cerebro y su homeos-
tasis, movilizandose de forma «reactiva» ante lesiones o enfermedades del
sistema nervioso central. De esta manera, la astrogliosis reactiva (AR) se ubica-
ria en el centro de la fisiopatologia de la enfermedad de Alzheimer, ademas de
ser un evento temprano en la progresion de esta, precediendo a otras caracte-
risticas neuropatoldgicas de la enfermedad. No obstante, metaanalisis recientes
niegan la existencia de un astrocito reactivo prototipico, refiriéendose al mismo
como altamente variable. El presente trabajo pretende caracterizar morfoldgica-
mente, en un modelo murino de Ea, la AR en el nucleo dorsal del rafe, conside-
rada por muchos investigadores como la patologia citoesquelética mas tempra-
na con relacién en la ea. Se utilizaron un total de 12 ratones hembra divididos
en dos grupos: a) 3xTg-Ap con mutaciones en genes humanos ps1mM146v, APPSWE
y 7aUP301L y, b) animales de tipo salvaje (wt: c578L6/129s) emparejados por
edad. Para el analisis de la morfologia reactiva de la astrologia se utilizé el pro-
grama ImagedJ. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la
dimensién fractal, lagunaridad, forma y circularidad. Los resultados sugieren
que independientemente del grupo, el avance en la edad se relaciona con el
aumento de la complejidad, homogeneidad de lagunas, una forma mas compac-
ta y mayor circularidad de la astroglia. No obstante, la circularidad también pa-
rece mostrar diferencias en la interaccion entre edad y grupos, siendo el 3xTg-Abp
mas circular, hecho que se correlaciona con lo observado en estudios anteriores
en microglia.

Palabras clave: Enfermedad de Alzheimer, nucleo dorsal del rafe, morfologia
astroglial y 3x7tg-Ap.
Abstract

Astrocytes are responsible for the optimal functioning of the brain and its ho-
meostasis, becoming «reactive» to lesions or diseases of the central nervous
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system. Thus, reactive astrogliosis (RA) would be at the center of the pathophy-
siology of Alzheimer’s disease, in addition to being an early event in its progres-
sion, preceding other neuropathological features of the disease. However, recent
meta-analyses refuse the existence of a prototypical reactive astrocyte, referring
to it as highly variable. The present work aims to characterize morphologically,
in @ murine model of Ap, rA in the dorsal raphe nucleus considered by many re-
searchers as the earliest cytoskeletal pathology with a bearing on ap. A total of
12 female mice divided into two groups were used: a) 3xTgap with mutations in
human ps1m146v, appswe and Taur301L genes and, b) age-matched wild-type
(wT: c578L6/129s) animals. ImagedJ software was used for astroglial reactive mor-
phology analysis. Statistically significant differences were found in fractal dimen-
sion, lacunarity, shape and circularity. The results suggest that regardless of
group, advancing age is related to increased complexity, homogeneity of lacu-
nae, more compact shape, and greater circularity of astroglia. However, circula-
rity also appears to show differences in the interaction between age and groups,
with 3xTgap being more circular; a fact that correlates with what has been obser-
ved in previous studies in microglia.

Key Words: Alzheimer’s disease, dorsal raphe nucleus, astroglial morphology
and 3XTgAD.

Introduccién

El cerebro de los mamiferos esta compuesto principalmente por dos tipos de células:
las neuronas y las células gliales. Y aunque las neuronas han sido siempre conside-
radas las células estrella, las células gliales, consideradas solo como el «pegamento»
arquitectonico en el cerebro, estan recobrando importancia en las ultimas décadas.
Entre otras funciones, una basica es su participacién en la homeostasis cerebral, papel
que ejercen los tres tipos principales de células gliales: astroglia, microglia y oligoden-
droglia (Escartin et al. 2021). De entre estos tipos, en los estudios de la ultima década
relacionados con las enfermedades neurodegenerativas, ha cobrado especial relevan-
cia el papel de la astrologia, que representa el 20-40% de la poblacion glial. Los astroci-
tos, del latin «astro» estrella y «cito» célula, se encargan del funcionamiento éptimo del
cerebro y su homeostasis, convirtiéndose en «reactiva» ante lesiones o enfermedades
del sistema nervioso central (snc), como la enfermedad de Alzheimer (EA) y otros trastor-
nos neurodegenerativos (Kumar et al. 2021). Estudios recientes, ubican a la astroglio-
sis reactiva en el centro de la fisiopatologia de la ea, ademas de tener pruebas soélidas
que la colocan como biomarcador temprano en la progresion de la ea, precediendo a
otras caracteristicas neuropatoldgicas (biomarcadores) de la enfermedad como las pla-
cas amiloides (RA) y ovillos neurofibrilares () (Carter et al. 2019; Kumar et al. 2021).

Estudios de neuroimagen han evidenciado la existencia de dos «oleadas» de as-
trogliosis reactiva que se relacionan con otros biomarcadores en diferentes etapas de
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la enfermedad. En las etapas finales, los astrocitos reactivos se encuentran asociados
0 en proximidad a las placas amiloides y ovillos neuropatoldgicos de tau en cerebros
postmortem de pacientes con ea (Kumar et al. 2021).

En condiciones no patoldgicas los astrocitos actuan como neuroprotectores, ge-
nerando antioxidantes que combaten el estrés oxidativo provocado por moléculas pro-
inflamatorias como el peroxido de hidrogeno, evitando la neuroinflamacién (Desagher
et al. 1996; Chun and Lee 2018). No obstante, en situaciones patoldgicas los astrocitos
sufren una serie de alteraciones morfolégicas y funcionales, transformandose asi en
astrocitos reactivos los cuales sobre expresan la proteina acida glial (GrFar), vimentina
y re expresan nestina, proteinas que forman el citoesqueleto astrocitico (Carter et al.
2019). Ademas, los astrocitos reactivos ejercen efectos bifasicos que dependen del
nivel de produccién de «especies reactivas del oxigeno» (rRos en inglés), el cual, se co-
rrelaciona con la cantidad de toxinas beta amiloides (Chun & Lee 2018). Dependiendo
de este, desempefian desde funciones neuroprotectoras como la liberacion de factores
troficos (Wang et al. 2006), limpieza de placas BA y la actuacion de sistemas antioxi-
dantes (Desagher et al. 1996) hasta funciones de neurotoxicidad, como la liberacion
de caBa (Jo et al. 2014), especies reactivas del nitrégeno (rns) (Bagheri et al. 2017) y
estrés oxidativo (Allaman et al. 2010).

Aunque el aumento en la inmunorreactividad de crFap, como parte del citoesquele-
to, refleja en gran medida los cambios morfolégicos de la AR, la hipertrofia astroglial no
equivale necesariamente a una reorganizacion del citoesqueleto. Por ello, es necesario
un analisis mas detallado de la caracterizacion astroglial, ya que en contextos patoldgi-
cos los astrocitos experimentan diversos cambios morfoldgicos e hipertréficos como la
elongacion, extensidon de sus procesos hacia el sitio de la lesion y cierta superposicion
de dominios tridimensionales (3p) (Escartin et al. 2021). En resumen, el aumento de
la GFAP y la hipertrofia son marcadores utiles pero insuficientes de la reactividad de los
astrocitos que deben ser complementados por marcadores adicionales. Y esto, es una
limitacion que debemos tener en cuenta. Por ultimo, el metaanalisis de Escartin y co-
laboradores (2021) propone una serie de «consensos basicos» entre los que hay que
destacar que: no existe un astrocito reactivo prototipico, ni astrocitos reactivos que se
polarizan en fenotipos binarios simples como bueno o malo, neurotdxico o neuroprotec-
tor; mas bien, los astrocitos pueden adoptar multiples estados dependiendo del contex-
to y la pérdida de algunas funciones homeostaticas y ganancia de algunas funciones
perjudiciales o protectoras pueden ocurrir simultaneamente, por lo que su impacto ho-
listico sobre la enfermedad vendra determinado por el equilibro de las funciones perdi-
das y ganadas, y por tanto, de las diferentes subpoblaciones de Ar.

Actualmente, el modelo de raton triple transgénico caracteristico de la ea (3xTg-AD),
que alberga los genes humanos appswe, ps1mM146v y Taur301L, es el unico modelo que
presenta tanto la patologia BA, depdsitos de como la T y como las placas extraneuro-
nales en funcion de la edad, caracteristica de la forma humana (Sterniczuk et al. 2010).
Todas estas caracteristicas lo hacen idoneo para la investigacion de la ea. Existen evi-
dencias que apuntan a que los astrocitos reactivos de ratonas 3xrg-ap sufren disminu-
ciones en cuanto a volumen y superficie, que revierten (como asi su arborizacién) con
el ejercicio fisico y ambiente enriquecido (Rodriguez et al. 2009, 2013). Sin embargo, no
podemos estar seguros de que sea siempre asi. Los marcadores utilizados y la hetero-
geneidad espontanea de los astrocitos reactivos anteriormente mencionados dificultan
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mucho la elaboracién de un marco morfologico. Por tanto, descubrir cuales son los
cambios morfolégicos que subyacen al proceso de transformacion de una astrogliosis
«sanay» a una reactiva en relacién con sus funciones neuroprotectoras o neurotoxicas,
nos dara mucha informacion sobre su mecanismo de respuesta y, por tanto, facilitara la
busqueda de nuevos tratamientos terapéuticos para la Ea.

El presente trabajo es novedoso por dos aspectos: primeramente, por su intencion
de encontrar y clasificar en un marco las caracteristicas morfoldgicas «tipicas» (si las
hay) de la AR y segundo, por ir en contra de lo que denominamos «dogma hipocampal»
en la ea. Se entiende por dogma hipocampal la creencia de que el hipocampo (o areas
muy proximas como la corteza entorrinal, perirrinal y parahipocampal) es el responsa-
ble de sufrir las primeras alteraciones neuropatologicas en la ea. Tanto es asi, que in-
cluso sistemas de taxonomia neurofibrilar para la ea, como el sistema de Braak y Braak,
la clasifica en seis estadios que se extienden desde la desde la region transentorrinal
(estadio |) hasta la formacién hipocampal (estadio Il), el neocértex temporal, frontal y
parietal (estadios Il y IV) y, finalmente, hasta las areas sensoriales y motoras primarias
del neocortex (estadios V y VI) (Braak & Braak 1991; Simic et al. 2009).

Para el presente estudio, colocamos el punto de mira en el nucleo dorsal de rafe
(NoR). Y es que muchos investigadores han evidenciado la relacion entre la patologia
de laeay la pérdida celular en los nucleos del tronco del rafe (ademas de los del nucleo
basal de Meynert y la corteza entorrinal) durante el curso temprano de la enfermedad
(Curcio & Kemper 1984). Incluso el grupo de Braak confirmé posteriormente cambios
citoesqueléticos muy tempranos en el NDR relacionados con el Ea, en al menos 27 ca-
sos, ya en el estadio |, mucho antes de las manifestaciones clinicas de la enfermedad
(Rub et al. 2000). Tanto es asi, que algunos estudios la han considerado la patologia ci-
toesquelética mas temprana con relacion en la ea. Ademas, las proyecciones de aminas
biogénicas del tronco cerebral afectan a varias funciones y estados cerebrales (memo-
ria, suefo-vigilia, etc.), y su pérdida temprana puede explicar el desarrollo de sintomas
psicoldgicos y conductuales de la demencia, que se producen meses o incluso afos
antes del deterioro cognitivo (Simic et al. 2017). De esta forma, se podria utilizar la vo-
lumetria del tronco cerebral como medida predictiva ante una futura demencia (Dutt et
al. 2020).

Por tanto, el objetivo de este trabajo es la busqueda de la astrogliosis reactiva en
el NDR y el andlisis de su morfologia reactiva en un modelo animal de ea (3xTg-AD) y su
posterior caracterizacién, lo que implicaria nuevos métodos de deteccién, diagnostico
y tratamiento.

Métodos
Limitaciones

El numero de sujetos es evidentemente insuficiente como para poder sacar con-
clusiones. No obstante, este es un estudio «piloto» que resalta las tendencias que

se encuentran, para en un futuro estudio, refinar mas los métodos utilizados y evitar
posibles errores o problemas que se encuentren. Por ende, en base a el Real Decreto
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53/2013 y las 3r utilizamos cerebros de ratones hembra que teniamos ya cortados y asi
reducir el nombre de animales utilizados.

Animales

En este estudio se utilizaron un total de 12 ratones hembra divididos en dos gru-
pos: a) 3xTg-AD con mutaciones en genes humanos ps1m146v, ApPswe y TAuP301L Y, b)
animales de tipo salvaje (wt) emparejados por edad (wt: c578L6/129s). Ambos grupos
de ratonas se criaron en el Servicio Experimental de Animales (sea) (Universitat Jaume |1,
Castello), autorizado por la Consejeria de Agricultura, Pesca y Alimentacion de la
Generalitat Valenciana (es120400001002) para garantizar en todo momento el bienes-
tar animal bajo el cumplimiento del ro 53/2013, 1 de febrero, por el cual se regulan las
normas basicas aplicables para la proteccion de animales utilizados en experimenta-
cion y otros fines cientificos, incluyendo la docencia. Durante la estancia en el sea, los
animales tuvieron acceso a agua y comida ad libitum, con un ciclo de luz y oscuridad de
12 horas y una temperatura de 23 + 1°c a 60% de humedad relativa. Posteriormente,
tanto los wt como los 3xT1g-AD se sacrificaron a edades comprendidas entre 9, 12y 15
meses (n = 2 animales por edad y tipo). Todos los protocolos fueron aprobados por el
Comité de Etica Animal de la Universitat Jaume | de Castellén (Espafia) con nimero de
aprobaciéon 2015 / vsc / PEA/00213.

Fijacion y seccionamiento del cerebro

Los animales fueron anestesiados mediante la administracion intraperitoneal
de pentobarbital sodico (Dolethal, 200 mg/kg i.p.; Vetoquinol s.A., Madrid, Espafia).
Posteriormente, y para la extraccién del cerebro, se perfundieron transcardialmente con
una solucion salina al 0,9% (50ml). Una vez eliminada la sangre del aparato circulatorio
se fijaron mediante paraformaldehido (pFa 4% en buffer fosfato (p8) 0,1 M, ph=7,4) du-
rante 12 minutos (60ml). Una vez fijados, se extrajeron rapidamente y se introdujeron
en solucion fresca de prFa durante un maximo de 24 horas.

Posteriormente, se almacenaron con una solucion del 30% de sacarosa que se
disolviéo en pe 0,1 m a -20°c durante un minimo de 3 dias. Una vez transcurrido este
tiempo, los cerebros se cortaron con la ayuda del microtomo deslizante Leica sm2010r
(Leica Microsystems, Heidelberg, Alemania) para obtener secciones coronales (6 se-
ries de cada cerebro) de 40 um de grosor que se conservaron en diferentes microtubos
de polipropileno (eppendorfs) con solucion crioprotectora a -20°c hasta el dia en que se
realizé la inmunohistoquimica.

Inmunohistoquimica
Para el proceso de inmunohistoquimica, se seleccionaron los cortes a nivel del

NDR Y se inicio el protocolo: El primer dia se lavaron tres veces con pes 0,1m a 10 mi-
nutos cada uno, posteriormente, se bloquearon durante 1 hora con un 10% de suero
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«Non-sterile goat serum» (NGs) y Pes 0,1m + 0’3% de tritdn y finalmente, se incubaron
(overnight) con el anticuerpo primario «Guinea pig anti-crapP» a concentraciéon 1:500 con
un 5% de nGs y pes 0,1m + 0,3% de triton; el segundo dia, se volvieron a lavar 3 veces
con pes 0,1m a 10 minutos cada uno, se incubd6 durante 2 horas con el anticuerpo secun-
dario con el fluorocromo Alexa 647 «goat antiguinea pig» a concentracion 1:200 con un
5% de NGs y PBs 0,1m + 0'3% de tritdn y se lavaron 2 veces con pes 0,1m a 10 minutos
cada uno y finalmente un lavado de 10 minutos con ps 0,1m. Por ultimo, se montan los
cortes sobre portaobjetos gelatinizados y se cubrieron con Mowiol®.

Una vez montados, realizamos fotomicrografias en el microscopio confocal in-
vertido (Leica 1cs sP8) con objetivo de inmersion 40x para el posterior analisis de la
astrologia. El numero total de astrocitos requerido se redujo a 6 células por animal.
Para el analisis de la morfologia reactiva de la astrologia se utilizé el programa ImageJ
mediante el cual obtuvimos los datos relativos a, la dimensidn fractal (oF), lagunaridad
(L), densidad (p), forma (F), area (A), perimetro (P) y circularidad (c). Brevemente, el pro-
cedimiento fue el siguiente (para obtener informacién mas detallada del procedimiento
le dirigimos al articulo de Young y Morrison (2018)):

l)image — Lookup Tables — Greys, Il) Image — Adjust — Brightness/Contrast, IIl)
Process — Filters — Unsharp Mask, 1V) Image — Adjust — Threshold (ver Figura 1a),
V) Process — Noise — Despeckle (ver Figura 1c), VI) Process — Binary — Close, VII)
Process — Binary — Outline (ver Figura 1d), VIIl) Pluggins — Frac Lac.

Figura 1
Imagen de astroglia marcada con Alexa 647 para crap y procesada mediante Imaged. A) Astrocito marcado;
B) Imagen procesada; C) Imagen corregida; D) Imagen final para el procesado.
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Resultados

Los datos de morfologia astroglial se transcribieron al programa Excel. Se obtu-
vieron medias de las 6 células de ambos animales por grupo y edad. Posteriormente,
los analisis se realizaron en el programa GraphPad Prism 9. Se ejecutaron pruebas no
paramétricas, Kruskal-Wallis para 3 o mas grupos (edad) con la prueba post-hoc de
Dunn’s y la u de Mann-Whitney para 2 grupos (grupo). Con este examen se pueden
obtener medidas de diferencia entre grupos para la variable edad, grupo y la interaccién
entre tiempo y grupo:

Edad:
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Figura 2
Representacion grafica de las variables morfolégicas estadisticamente significativas en relacién con la edad.

Respecto a la edad, se observan diferencias progresivas de los 9 a los 15 me-
ses. Aumenta la dimension fractal, la densidad, el area, el perimetro, la circularidad y
disminuye la lagunaridad y forma. Todas las variables presentaron diferencias estadis-
ticamente significativas en la prueba de Kruskal-Wallis (p<0,05), en particular de los 9
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a 15 meses (excepto para la variable perimetro), visto mediante la prueba post-hoc de
Dunn’s (p<0,05) y comprobado mediante la u de Mann-Whitney.

Tabla 1
Medias + sem. bF= Dimensién Fractal; L= Lagunaridad; b= Densidad; F= Forma; A= Area; p= Perimetro; c= Circularidad

Edad DF L D F A P C

9m Total 1,37 0,40 0,12 1,50 7237,71 341,11 0,78

12m Total 1,49 0,33 0,14 1,21 7929,28 338,65 0,87

15m Total 1,56 0,29 0,15 1,18 9485,63 370,18 0,87
Grupo:

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas.

Edad y grupo:
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Figura 3

Representacion grafica de las variables morfoldgicas estadisticamente significativas en la interaccion edad
y grupo. Las lineas y asteriscos representan las diferencias entre todos los grupos (prueba Kruskal-Wallis)
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En cuanto a la interaccién entre edad y grupo, es decir, las diferencias entre gru-
pos en funcién del grupo al que pertenecen y al grupo de edad al que corresponden,
las diferencias no siguen un patrén continuo (aumentan o disminuyen gradualmente)
sino alterno. No obstante, se encuentran diferencias estadisticamente significativas en
la prueba de Kruska-Wallis (p<0,05) para la dimensién fractal, lagunaridad, areay circu-
laridad. En la prueba post-hoc de Dunn’s (multiples comparaciones) no se observaron
diferencias entre pares concretos.

Tabla 2
Medias * sem. oF= Dimension Fractal; L= Lagunaridad; b= Densidad; F= Forma; A= Area; p= Perimetro;
c= Circularidad

Edad y grupos DF L D F A P C
9m Control 1,34 0,40 0,13 1,61 6723,00 337,31 0,74
9m 3xTg-AD 1,39 0,39 0,12 1,40 7752,42 344,91 0,80
12m Control 1,49 0,32 0,14 1,18 8218,25 344,25 0,87
12m 3xTg-AD 1,48 0,34 0,14 1,25 7640,32 333,05 0,86
15m Control 1,57 0,30 0,16 1,17 9486,08 368,91 0,87
15m 3xTg-Ad 1,56 0,29 0,15 1,19 9485,17 371,46 0,86
Estadisticos:
Tabla 3

Medidas de diferencia entre los grupos para la variable edad (9m,12m y 15m), grupo (Control y 3xTg-AD)
y la interaccion entre tiempo y grupo (9m Control, 9m 3xtg-Ap, 12m Control, 12m 3xTg-AD, 15m Control y 15m
3xTg-AD). Se realizaron pruebas de Kruskal-Wallis para variable «Edad» y «Tiempo x Grupo»
y u de Mann-Whitney para la variable «Grupo» (# — p>0,05); (*— p<0,05) ;(***— p<0,001)

Variables de Morfologia Edad Grupo Tiempo x Grupo
Dimension Fractal p=0,0005*** # p=0,0143*
Lagunaridad p=0,0024** # p=0,0405*
Densidad p=0,0031 # #

Forma p=0,0107* # #

Area p=0,0066** # p=0,0327*
Perimetro p=0,0263* # #
Circularidad p=0,0132* # p=0,0032**
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Discusion

Los resultados sugieren que, independientemente del grupo, el avance en la edad
se relaciona con el aumento de la complejidad (patrones celulares complejos), homoge-
neidad de lagunas, una forma mas compacta y mayor circularidad de la astroglia. Este
fendmeno concuerda con estudios recientes que apoyan un papel integral de los astro-
citos en el inicio y la progresion de las enfermedades neurodegenerativas y el deterioro
cognitivo con el envejecimiento (Cohen and Torres 2019). La sequia celular, uno de los
mecanismos del envejecimiento, se ha propuesto como un componente central de la
dependencia de la edad de los trastornos neurodegenerativos, por lo que observar
la senescencia de la astroglia podria servir como un nuevo enfoque hacia las terapias para
las enfermedades neurodegenerativas asociadas a la edad (Cohen and Torres 2019).

Respecto la interaccion entre grupo y edad, se observan diferencias estadistica-
mente significativas entre controles y 3xTgap dependientes de la edad, con valores que
van aumentando progresivamente en complejidad (dimension fractal), area y circulari-
dad, (este parametro va de 0 (poligono lineal) a 1 (circulo perfecto)); al contrario que la
lagunaridad, que va disminuyendo, indicando un mayor grado de homogeneidad en las
lagunas o «huecos» del soma. La circularidad correlaciona con lo observado en estu-
dios anteriores en microglia (Luceron Morales 2021). Este hecho nos hace pensar que
la circularidad es la variable morfolégica que mas cambia en estados reactivos, en al
menos, dos de las tres principales células gliales.

No obstante, estos datos son meramente informativos sobre tendencias obser-
vadas en un numero de sujetos muy bajos. En futuros estudios y con mayor numero
de sujetos, se propone caracterizar un posible prototipo de astroglia reactiva, hasta el
momento, desconocido.
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