Revista Digital Universitaria

1 de marzo 2011 «Volumen 12 Ndmero 3 « ISSN: 1067-6079

CONDUCTA OLFATIVA EN UN
MODELO MURINO DE
ALZHEIMER

Guillermo Coronas-Samano, Ivett Medina-Aguirre, Azucena Aguilar
Véazquez, Wendy Portillo-Martinez, Irma Gonzélez-Luna, Raul Pare-
des-Guerrero, Sofia Diaz-Cintra

Instituto de Neurobiologia, Campus UNAM

© Coordinacién de Publicaciones Digitales. Direccién General de Cémputo y de
Tecnologias de Informacién y Comunicacién -UNAM
Se autoriza la reproduccién total o parcial de este articulo, siempre y cuando se cite la fuente completa y su direccién electrénica.






Revista Digital Universitaria

Conducta olfativa en un modelo murino de alzheimer

Resumen:

En el Instituto de Neurobiologia campus UNAM-Juriquilla se estudian los aspectos
conductuales, neuronales y moleculares, relacionados con la enfermedad de Alzheimer (EA)
en un modelo de raton transgénico (3XTg-AD, donado por el Dr. F. LaFerla, de la Universidad
de California) y que es homocigotico para las tres proteinas humanas asociadas a la
enfermedad. La ventaja de trabajar con este modelo es que ademas de su viabilidad, permite
estudiar los cambios progresivos de las alteraciones neuronales, principalmente en las areas
mas susceptibles como son la corteza cerebral y el hipocampo. En el humano, un aspecto
del diagnostico temprano de la enfermedad se relaciona con la disminucién en la calidad de
la olfaccion que culmina con la incapacidad para discriminar diferentes olores volatiles, un
aspecto relacionado con la presencia de agregados de beta amiloide en el bulbo olfatorio
principal (BOP). Nuestro interés se centra en caracterizar la discriminacion olfativa en el
ratdn transgénico (3xTg-AD) que es un homocigoto para la ED, con la finalidad de comprobar
si también se presenta una alteracion temprana asociada a la patologia. Hasta ahora los
datos obtenidos, a través de las pruebas conductuales de preferencia y motivacion olfatoria,
demuestran un deterioro en la olfaccion del 3xTg-AD a los 10 meses de edad, principalmente
asociada al BOP.

Palabras clave: beta amiloide, redes neurofibrilares, enfermedad de Alzheimer, olfaccion,
modelo murino 3xTg-AD.

Olfatory behaviour in a murine alzheimer model
Abstract:

At the Institute of Neurobiology UNAM campus-Juriquilla explores behavioral, neural and
molecular aspects, associated with Alzheimer’s Disease (EA) in a model of transgenic mouse
(3XTg-AD), donated by Dr. F. LaFerla, at the University of California, and that is homozygous
for the three human proteins associated with the disease. The advantage of working with

this model is that in addition to its viability, allows us to study the progressive changes of the
neuronal alterations mainly in the areas more susceptible as are the cerebral cortex and the
hippocampus. In the human, an aspect of early diagnosis of the disease is related to the decline
in the quality of the olfaction that culminates with the inability to discriminate different smells
volatile an issue relating to the presence of aggregates of beta amyloid in the olfactory bulb
main (BOP). Our interest focuses on characterize the olfactory discrimination in the transgenic
mouse (3xTg-AD) that is a homozygous for ED, with the aim of check if also an alteration early
associated with the pathology. Until now the data obtained through the evidence behavioral
preference and the olfactory motivation showed deterioration in the smelling of 3xTg-AD for the
10 months of age, mainly associated with the BOP.

Keywords: beta amyloid, neurofibrillary tangles, Alzheimer’s disease, olfaction, mouse model
3xTg-AD
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Introduccién
La Enfermedad de Alzheimer (EA)

Es una patologia neurodegenerativa, crénica e irreversible (Maréchal et al., 2006), en cuya
etapa temprana se presentan alteraciones en la memoria declarativa; en la ubicacion espacial y
temporal, y laidentificacién de objetos. En las etapas tardias se presenta una demencia severa
que se acompana de alteraciones motoras (Forstl & Kurz, 1999). Afecta a un individuo de cada
25 en los adultos mayores * 65 afos, aumentando a 4 alrededor de los 80 anos (Hebert et al.,
2003), lo que representa una cifra a nivel mundial de mas de 20 millones de personas con esta
enfermedad y dado el envejecimiento progresivo de la poblacion, se estima que estas cifras
llegaran a los 40 millones en 2040 (Zacchigna, et al., 2008). Es por esto que, la EA, por su

alta incidencia poblacional, adquiere una importancia relevante debido a las implicaciones que
pueden repercutir en el ambito social, politico y econdmico, a lo que se suma el fuerte impacto
psicolégico en los familiares de quien la padece (Girones et al., 2002).

Signos patognomoénicos’ de EA

Desde su descripcion por el Dr. Alois Alzheimer, se establecieron como signos patognomaonicos
de la EA, la formacion de placas seniles compuestas por agregados del péptido B-amiloide

(AB) y la aparicion de redes neurofibrilares causadas por la proteina tau hiperfosforilada,
acompafnados de degeneracion neuronal, pérdida de sinapsis, dafio en vasculatura y gliosis
reactiva, que se correlaciona con deterioro cognitivo y pérdida de la memoria, ademas de
cambios celulares y moleculares asociados (Ball et al., 1985; Rogawski, et al., 2003; Bojarzki, et
al., 2007).

Hasta el momento no existen examenes especificos de laboratorio, ni de imagenes, que
permitan confirmar la EA en vida, y debido a que otro tipo de enfermedades puede causar
pérdida de memoria, un diagndstico que es definitivo para determinar la EA, consiste en

el examen postmortem del cerebro para establecer definitivamente que la demencia es de
tipo Alzheimer (Mattson, 2004). Por ello, es muy importante contar con diferentes lineas de
investigacion que se interesen en determinar la etiopatogenia, diagndstico y tratamiento de la
enfermedad.

Modelos Experimentales de la EA

A partir de 1970 se han desarrollado modelos experimentales de la EA, siendo éstos
instrumentos valiosos que intentan explicar las bases moleculares, celulares, patolégicas y
conductuales en humanos. Sin embargo, actualmente ninguno es capaz de reproducir fielmente
todas y cada una de las caracteristicas de esta complicada enfermedad, pero representan en su
conjunto uno de los avances mas notables para su investigacion, y en turno permiten el avance
en el disefio y ensayo de nuevas estrategias terapéuticas (Wolfe, 2002; Balducci & Forloni,
2011).

En la actualidad se dispone de otros modelos experimentales para el estudio de esta patologia
como lo es la rata, el embridon de pollo, el perro, el conejo, la mosca de fruta, los cetaceos, los

1 Denominacion de aquellos signos (manifestaciones visibles) o sintomas (manifestaciones no visibles,
gubjetivas) que, si estan presentes, aseguran que el sujeto padece un determinado trastorno.
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primates (Walsh & Selkoe, 2007). En todos estos modelos animales, un objetivo fundamental
es poder replicar los sintomas y las lesiones cerebrales responsables de la EA. Por ello, la
variedad de los mismos y que tienen que ver con varios aspectos en su desarrollo: desde el
metabolismo de la proteina precursora del amiloide (APP humana y las formas mutadas) y su
degradacion por la enzima (neprilisina) y de la apolipoproteina? E (APOE); o de la presenilina
(PS) o los dobles mutantes PS/APP. Otros mas, estan basados en la proteina tau (tau-JNPL3) y
finalmente los triple transgénicos PS/APP/tau, cuyos cambios han sido reportados en diversos
trabajos (Nunan & Small; 2000; Pratico et al., 2001; Yasojima et al., 2001; Pena et al., 2006).

En este trabajo nos referiremos sélo al modelo reconocido como el triple transgénico (3xTg-AD),
desarrollado por el grupo del Dr. LaFerla en la Universidad de California el cual es knock-in para
PS1,,..6v APPg,. Y tau,,.. (Oddo et al., 2003a,b), cuya caracteristica principal es de ser el primer
modelo en desarrollar las placas del péptido AR y la hiperfosforilacion de la proteina fau en
regiones cerebrales relevantes para la EA como el hipocampo, la corteza, el subiculum (Figura

1) y la amigdala entre otras estructuras relacionadas con funciones cognitivas (Ball et al., 1985).

Un aspecto poco explorado es la conexion entre el hipocampo y el BO accesorio de los
roedores y se ha reportado que la formacion hipocampal, esta anatémica y funcionalmente
asociada a las estructuras olfatorias. En tanto la corteza entorrinal recibe proyecciones del BO,
que constituye la entrada al hipocampo, hay una conexién hacia las células piramidales del CA1
y hacia las neuronas ventrales subiculares, areas en donde se inicia la patologia de la EA.

Figura 1. Imagenes del Raton 3xTg-AD, su cerebro y Ia Iocalizacién de hipocam‘po, en donde se inicia la
formacioén de redes neurofibrilares (A) y placas de la proteina beta amiloide (B).

Olfaccion y Alzheimer

Uno de los sintomas mas tempranos que se observa en los pacientes con EA es una
disminucion en la deteccién y discriminacion de olores (Mesholam et al., 1998; Thompson et al.,
1998). Esta caracteristica se ha podido replicar en los animales transgénicos que expresan el
fenotipo de la EA, junto con la sobreproduccion de la AB y se ha relacionado con la presencia

2 APOE es esencial para el catabolismo de las lipoproteinas ricas en triglicéridos. El tipo E4 esta impli-
cada con ateroesclerosis, la enfermedad de Alzheimer y desarrollo cognitivo inadecuado.

© Coordinacién de Publicaciones Digitales. Direccion General de Cémputo y de 5-xx
Tecnologias de Informacién y Comunicacién -UNAM

Se autoriza la reproduccién total o parcial de este articulo, siempre y cuando se cite la fuente completa y su direccion electrénica.



“Conducta olfativa en un modelo murino de alzheimer”

"http://www.revista.unam.mx/vol.12/num3/art32/index.html

temprana de alteraciones en la funcionalidad del bulbo olfatorio (Kawarabayashi et al., 2001).
Esta pérdida de funcion olfativa fue inicialmente reportada a partir de los trabajos de Averback
en 1983, asociado a una pérdida neuronal, la presencia de placas seniles y formacion de redes
neurofibrilares en el nucleo olfatorio anterior en humanos (Averback, 1983, Esiri y Wilcock,
1984). Ademas de un deficiente sistema colinérgico en los tubérculos olfatorios observados en
estudios post-mortem de cerebros humanos que presentaron la EA (Simpson et al., 1984). Por
lo que se propone como sintoma temprano de la enfermedad la deficiencia olfativa, la cual se
asocia también a la disminucion del apetito del individuo, lo cual repercute en la pérdida de peso
y en un pobre estado de nutricién con los cambios anatémicos en el bulbo olfatorio principal y
en el organismo en general, ante la presencia de la EA. (Warner et al., 1986).

Diseino experimental

Todo el disefio experimental se llevé a cabo con base en los lineamientos bioéticos del Instituto
de Neurobiologia (INB) de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM), para el uso
de animales experimentales y de acuerdo con las normas estipuladas en la “Guide for care and
use of Laboratory animals” del NIH (1996) y la National Academy of Science (2003), el cual fue
aprobado por el Comité de Bioética del INB-UNAM.
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Figura 2. Fotografias de los dispositivos usados para las pruebas conductuales de motivacion y de
preferencia sexual. Arriba, dispositivo formado por dos arenas (cajas rectangulares grandes) en donde
se coloco a las hembras y otros (rectangulares chicos) en donde se colocé un macho o una hembra,
respectivamente. La conducta se midio por el tiempo que la hembra exploré las cajas chicas. Las graficas
muestran los resultados obtenidos en esta tarea conductual de motivacion sexual, los ratones WT
(hembras) presentaron mayor tiempo en el compartimento del macho, teniendo diferencias significativas,
no asi la ratona 3xTg-AD que no mostré preferencia por los dos compartimentos. Abajo, el dispositivo
en donde se colocaron tres recipientes cada uno con diferentes olores sexualmente relevantes (orina de
hembra, de macho o solucion salina). Se midio el tiempo de exploracion de la hembra en cada estimulo,
las graficas de la tarea conductual de preferencia sexual en donde se aprecia una tendencia de los dos
grupos a preferir el compartimiento con aserrin de machos, indicando que esta conducta se preserva en
la ratona 3xTg-AD. En las pruebas de discriminacion olfatoria de olores de comida se realizé utilizando
los estimulos fresa y canela, en donde se observo que los ratones WT discriminan estos olores pero los
3xTg-AD tienen alterada esta capacidad (Figura 3).
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Conducta olfatoria en el 3xTg-AD

Hemos estudiado en el ratédn triple transgénico (3xTg-AD) como su conducta olfatoria para
odorantes novedosos se modifica conforme avanza la patologia, mediante la realizacion de las
siguientes tareas conductuales: motivacion sexual, preferencia sexual y discriminacion olfativa
de olores sexualmente relevantes y de olores volatiles (fresa y canela).

En la prueba de motivacién sexual (figura 2) se muestra que el ratén hembra control o wild type
(WT) tiene preferencia por el compartimento que alberga a una hembra, lo cual es reflejo de su
preferencia sexual. Mientras que en la hembra del ratén 3xTg-AD no se observan diferencias
significativas en el tiempo que pasa en ambos compartimientos, lo cual sugiere que no tiene
preferencia de olores sexualmente relevantes.
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Figura 3. Prueba de discriminacion olfativa con olores volatiles. Se midi6 el tiempo que tarda el ratén
en olfatear por 2 minutos olores (2 veces solucion salina, y 3 veces para canela y fresa). En esta grafica
se demuestra que las ratonas sanas o wild type (WT) discriminan entres dos olores volatiles (S2vsC1 y

C3vsF1), en comparacion con las ratonas transgénicas que no muestran diferencias significativas. S=

solucion salina, C= esencia de canela, F= esencia de fresa. Diferencias significativas se indican con

asterisco.

Conclusiones

Estos datos en conjunto muestran una pérdida del olfato en los ratones 3xTg-AD, que se refleja
con mayor severidad en la tarea de discriminacion olfativa con olores volatiles. Mientras que

la conducta de discriminacién olfativa con olores sexualmente relevantes se encuentra mejor
conservada. Dado que el bulbo olfatorio principal es la zona en donde se procesa la olfaccién de
olores volatiles, principalmente, nuestro interés se encamina en detectar agregados de proteina
AB y maranas neurofibrilares en esta region, comparado con el bulbo olfatorio accesorio, que es
la regién anatémica en donde se procesa la informacion de olores sexualmente relevantes en el
ratén. Otro aspecto es la activacion de las neuronas del bulbo olfatorio principal (BOP) por los
olores (investigaciones en curso). Ademas, en un estudio realizado por nuestro grupo en este
modelo 3xTg-AD, se determiné que existe una disminucion de la densidad vascular de zonas

susceptibles a la enfermedad (hipocampo y corteza frontal) en una edad temprana (2 meses),
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pero esta disminucion no permanece a la edad de 10 meses, lo que se puede interpretar que
existen procesos plasticos vasculares (angiogénesis) que evitan que esta alteracion vascular
sea evidente en una etapa tardia (Gonzalez-Luna, 2010 resultados no publicados).
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