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Resumen

La enfermedad de Alzheimer esporadica (EAe) es la forma mds comun de demencia, en la que los
pacientes tipicamente sufren deterioro cognitivo marcado por degeneracidn irreversible en el hipocampo
y otras dreas cerebrales. Actualmente no existe una cura efectiva para esta patologia, por lo que el
propdsito principal de esta Tesis Doctoral fue avanzar en el desarrollo de estrategias terapéuticas para
prevenir o revertir los cambios neurodegenerativos y el deterioro cognitivo asociados a la EAe, utilizando
un modelo animal generado mediante inyeccién intracerebroventricular (icv) de estreptozotocina (STZ) en
ratas macho. Por otro lado, aunque la EAe es mas frecuente en mujeres, los informes sobre este modelo
aplicado en hembras son escasos, por lo que en el presente trabajo también nos hemos enfocado en
realizar una caracterizacidon del comportamiento y de los cambios moleculares y celulares en ratas hembra
inyectadas con STZ-icv, como primer paso para establecer un modelo hembra de EA, el cual en un futuro
podria ser utilizado para el ensayo de diversas terapias.

Evaluamos los efectos de la STZ-icv en ratas macho a 25 y 95 dias post inyeccidn, lo que corresponde
a un modelo de EAe de corto y de mediano plazo, respectivamente. Especificamente, estudiamos la
memoria, la expresion del péptido B-amiloide (BA) y la fosforilacion de Tau (pTau), la reaccion de células
gliales, y la morfometria del hipocampo. Si bien a ambos tiempos observamos déficit de memoria,
reactividad glial y atrofia hipocampal, sugerimos que a tiempos cortos post inyeccién, la respuesta aguda
a la STZ es mas pronunciada que en un mediano plazo. Nuestros resultados generaron una referencia para
los siguientes experimentos utilizando diversas estrategias terapéuticas.

En primer lugar, en el modelo de EAe de corto plazo, evaluamos el potencial de la terapia génica con
el factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF1). Demostramos que la activacidon exdgena de la via de
sefializacién del IGF1 disminuyd la expresidn de pTau, y mejord notablemente el comportamiento y la
memoria alterados por la STZ. Por otro lado, observamos un aumento de la reactividad de las células
microgliales del hipocampo, que hipotetizamos que ejercen efectos antiinflamatorios. Ademas, la
transferencia del gen IGF1 indujo una recuperacion significativa de las neuronas inmaduras y aumenté los
niveles de proteinas sindpticas. Por lo tanto, este estudio proporciona pruebas sdlidas del potencial
terapéutico de este factor trofico por lo que su uso podria extenderse a otros modelos de EA.

En segundo lugar, utilizamos el modelo de EAe de mediano plazo para implementar terapia génica
con timulina, un péptido con propiedades antiinflamatorias que hasta el momento no fue ensayado en
ningin modelo de enfermedad neurodegenerativa, constituyendo este un estudio novedoso. Nuestros
resultados demuestran que la timulina tiene propiedades inmunomodulatorias en el hipocampo, ya que
promovié cambios en la reactividad y numero de las células gliales, al mismo tiempo que disminuyé la
ansiedad y recuperd la memoria de reconocimiento afectada por la STZ. Sin embargo, a diferencia del
tratamiento con IGF1, la timulina no logré recuperar el nimero de neuronas inmaduras del hipocampo.
Por ultimo, realizamos un experimento de instilacién intranasal con el secretoma de células madre
mesenquimales (MSC) transducidas previamente con IGF1, con el objetivo de crear una terapia que
combine un componente antiinflamatorio (como lo tienen las MSC), y un componente neurotréfico (dado
por el IGF1), para contrarrestar los cambios gliales y neurodegenerativos inducidos por la STZ. Sin
embargo, detectamos resultados de comportamiento no esperados para nuestros animales, de las cuales
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concluimos que diversos factores, tanto intrinsecos como extrinsecos a nuestro protocolo podrian haber
influenciado en los resultados obtenidos.

Finalmente, realizamos dos experimentos de corto plazo utilizando ratas hembra. El primero tuvo
como objetivo estudiar el efecto de la inyecciéon de STZ-icv en ratas con y sin ovarios, para evaluar
adicionalmente de esta forma, una potencial accién neuroprotectora de los esteroides ovaricos frente a la
STZ. Observamos que la droga afectd algunos comportamientos dependiendo del estado ovdrico de los
animales (especificamente el enterramiento y el comportamiento exploratorio), y que la memoria de
reconocimiento se vié afectada por la inyeccién tanto en hembras con y sin ovarios. A nivel morfo-
histoquimico, la STZ afecté a la poblacidon neuronal del giro dentado, y aumenté las células microgliales
reactivas. Curiosamente, la STZ no alterd la expresion del péptido BA ni de pTau.

El segundo experimento se realizd en conjunto con ratas macho, para evaluar diferencias sexuales en
comportamiento, astrocitos, neuronas inmaduras y sinapsis. Nuestro trabajo demuestra que la STZ
produce cambios celulares y comportamentales dependiendo del sexo, aunque algunas alteraciones
resultan conservadas entre machos y hembras, como el deterioro en la memoria de reconocimiento, el
comportamiento simil depresivo, y la pérdida de neuronas inmaduras. Sin embargo, la STZ no afectd con
la misma magnitud a las ratas hembra en cuanto al enterramiento y la memoria espacial. Adicionalmente,
la STZ no incrementd la reactividad astrocitaria ni afectd a las sinapsis del hipocampo,
independientemente del estado ovarico de los animales hembra. Por lo tanto, concluimos que en ciertos
parametros, las hembras mostraron resistencia a la neurotoxicidad inducida por STZ en comparacion a los
machos. Nuestro estudio avanza en la descripcién de los efectos de la STZ-icv en ratas hembra, y resalta la
necesidad de seguir investigando para descubrir los intrincados mecanismos que subyacen a las
diferencias sexuales encontradas.
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Capitulo I: Introduccion

1.1 Enfermedad de Alzheimer

1.1.1 Generalidades, incidencia y prevalencia

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la enfermedad neurodegenerativa y causa de demencia mas
frecuente (Gaugler et al., 2023), para la cual ain no se encontré una cura. La demencia es un término
genérico para un sindrome de etiologia heterogénea entre individuos, en el que se produce una pérdida
progresiva de la memoria, un deterioro del razonamiento, del comportamiento y de la capacidad para
realizar las actividades cotidianas. La EA fue caracterizada por primera vez por Alois Alzheimer, neurdlogo
alemdn, en 1906. El Dr. Alzheimer examind a una paciente de 51 afios, Augustus D., con pérdida de
memoria, pérdida del lenguaje y trastornos psicoldgicos. Luego de su muerte, describid las principales
caracteristicas histoldgicas de la enfermedad: atrofia del cerebro y dos tipos de depdsitos dentro y fuera
de las células neuronales, los ovillos neurofibrilares (ONF) y las placas amiloides, respectivamente
(traduccidn al inglés del documento original de Alzheimer de 1907: Stelzma et al., 1995).

La EA puede definirse como un proceso neurodegenerativo progresivo e irreversible caracterizado
por la pérdida de memoria, de habilidades intelectuales y de razonamiento, asi como por desorientacion
espaciotemporal, cambios de humor, alteraciones conductuales, afasia (disminucién progresiva de la
capacidad del lenguaje), apraxia (alteracion de los gestos e incapacidad de realizar tareas rutinarias) y
agnosia (incapacidad de reconocimiento de personas o cosas). En general, la esperanza de vida de una
persona con Alzheimer es de alrededor de 8 a 10 afios después de su diagndstico.

Actualmente existen alrededor de 55 millones de personas con demencia en todo el mundo, de las
cuales el 60-70% de los casos son diagnosticados como EA (Gaugler et al., 2023). Se estima que paises con
ingresos medios y bajos, como los de América Latina, tendran un mayor aumento en la prevalencia de la
EA, comparado con paises de mayor nivel econdmico. Por ejemplo, para el 2050, se espera que la
prevalencia de demencia a nivel mundial aumente a 135 millones de personas, con el 71% de casos
correspondiendo a paises pobres (Alzheimer Argentina et al., 2019).

1.1.2 Sintomas clinicos

La EA se caracteriza no solo por afectar a los procesos mnemonicos, sino también por afectar la
funcion cognitiva en su totalidad, de una manera extremadamente grave, al punto de generarimportantes
cambios de personalidad y de privar a la persona de su completa autonomia. Es importante resaltar que
la EA no constituye parte del proceso natural que es el envejecimiento normal, sino que ambos son
procesos diferentes que afectan la funcidn cognitiva de una persona de diversas maneras. Algunos
cambios cognitivos normales asociados con el envejecimiento incluyen una disminucion gradual en la
velocidad de procesamiento de informacidn, una disminucidn en la capacidad de memoria a corto plazo
y dificultades en la atencién selectiva. Sin embargo, estos cambios cognitivos suelen ser leves y no afectan
significativamente la capacidad de una persona para llevar a cabo actividades de la vida cotidiana, al
menos hasta un estado muy avanzado del envejecimiento.

Los primeros sintomas de la EA empiezan a ocurrir alrededor de 3 afios antes de su diagndstico (Jost
& Grossberg, 1995), y estos incluyen dificultad en recordar nueva informacion y cambios en el estado de
animo, la ansiedad y el suefio. Los individuos con EA leve, manifiestan cambios variables y/o deterioros
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en multiples dominios cognitivos, funcionales y conductuales. Los patrones de cambio pueden
superponerse, pero no forman parte del envejecimiento cognitivo normal, como lo manifiestan los efectos
diferenciales del envejecimiento y la EA en las redes neuronales cognitivas (Chhatwal et al., 2018). El
aumento de la ansiedad, los sintomas depresivos, la apatia y el retraimiento son muy frecuentes en las
fases preclinicas o tempranas de la EA.

Respecto a los diferentes sistemas de memoria, la memoria episédica es la mas relevante
clinicamente para los pacientes con EA (Nestor et al., 2006). Este tipo de memoria permite recordar
conscientemente un episodio concreto de la propia vida, y contiene informacién precisa de tiempo y
espacio, como, por ejemplo, compartir una comida con un amigo. Sin embargo, a medida que la capacidad
de memoria episddica disminuye en los pacientes con EA, los acontecimientos del pasado lejano se
recuerdan relativamente mejor que los que ocurrieron después o poco antes del inicio de la enfermedad
(Sagar et al., 1988).

El reconocimiento de los siguientes diez sintomas o signos de alerta y una evaluacién adecuada es el
primer paso para una atencion eficaz: 1) pérdida de memoria que afecta la vida diaria; 2) dificultad en
planificar y resolver problemas; 3) dificultad en completar tareas habituales; 4) confusion con el tiempo y
el espacio; 5) problemas para entender imagenes visuales y relaciones espaciales; 6) apariciéon de
problemas con palabras, de manera oral o escrita; 7) extraviar las cosas y perder la capacidad de volver
sobre los pasos; 8) disminucion o falta de juicio; 9) abandono del trabajo o actividades sociales; y 10)
cambios de humory de personalidad. En estadios severos y avanzados de la EA, se observa una progresion
a sintomas de etapas posteriores, como alteraciones del juicio, desorientacién y confusién; cambios
conductuales importantes, como agresividad y agitacién; y trastornos neuroldgicos, como delirios y
alucinaciones (Alzheimer’s Association).

1.1.3 Caracteristicas histopatoldgicas
1.1.3.1 Macroscopicas

A nivel macroscépico, se observa un patrdn tipico de atrofia cortical predominantemente en el I6bulo
temporal medial (que forma parte del sistema limbico), y relativamente moderado en las cortezas motora,
sensorial y visual (de Flores et al., 2022; Visser et al., 2002). Como resultado de esta atrofia se observa un
adelgazamiento de las circunvoluciones, ensanchamiento de los surcos, engrosamiento de las meninges
y dilatacion de las cavidades ventriculares (Fig. 1B) (Castellani et al., 2010; Dickerson et al., 2009, 2011).

El I6bulo temporal medial se compone de varias subregiones que incluyen el hipocampo, asi como la
corteza entorrinal (CER), la corteza perirrinal (CPR) y la corteza parahipocampal (CPH) (Fig. 1A). Estas
diferentes regiones no funcionan de forma aislada, sino que estan conectadas entre si con el resto del
cerebro a través de dos redes especificas que convergen en el hipocampo. Por un lado, la red
anterotemporal, compuesta por la CPR, el hipocampo anterior, la CER lateral, la amigdala y las cortezas
orbitofrontal temporopolar y lateral, sirve de apoyo a la memoria semantica y de objetos, la percepcién
de objetos y el procesamiento afectivo/emocional. Por otro, la red posteromedial, compuesta por la CPH,
el hipocampo posterior, la CER medial, la corteza retrosplenial, el precuneus, el giro angular y la corteza
prefrontal medial, estd implicada preferentemente en la memoria episddica, la percepcion de escenas y
la cognicidn social (Ranganath & Ritchey, 2012).
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Figura 1: Cerebro humano sano y con EA. Representacion de un corte sagital del cerebro mostrando en color componentes del
I6bulo temporal medial: corteza parahipocampal (verde lima), hipocampo (verde), corteza entorrinal (rojo), amigdala (fucsia) y
corteza perirrinal (amarillo); figura adaptada de Raslau et al., 2015) (A). Representacion de un corte coronal del cerebro
mostrando a la izquierda un cerebro sano y a la derecha un cerebro con EA (B).

Se ha demostrado que existen sutiles anomalias neuroanatdmicas detectables en individuos
asintomaticos casi una década antes de que se les diagnostique demencia por EA (Dickerson et al., 2011;
N. C. Fox et al., 1996; J.A. Kaye et al., 1997). Entre los principales biomarcadores de la EA, la atrofia del
hipocampo es el mejor establecido y validado, utilizado en estudios de investigacidn para estadificar la
progresion de la patologia de la EA en el cerebro a lo largo de todo el espectro de la enfermedad (Jack et
al.,, 2011; L. Su et al., 2018)

1.1.3.2 Microscdpicas

Las principales caracteristicas neuropatoldgicas de la enfermedad consisten en depdsitos anormales
de proteinas, que conforman ONF de la proteina Tau agregada y placas amiloides extracelulares del
péptido B-amiloide (BA) (Serrano-Pozo et al., 2011). Si bien el diagndstico de la EA se realiza por imagen
(a través de imagenes por resonancia magnética y tomografia por emision de positrones [PET]), los ONF y
las placas amiloides, descritos por el Dr. Alois Alzheimer hace mas de 100 afios, constituyen las estructuras
histopatoldgicas post mortem para la validacién y el diagnéstico definitivo de la enfermedad (Montine et
al., 2012; Newell et al., 1999).

El péptido BA es generado a partir de la protedlisis de la glicoproteina transmembrana precursora de
amiloide (APP). Dicha protedlisis se obtiene por la accidon secuencial de un grupo de enzimas llamadas
secretasas, que pueden actuar por dos vias distintas. La primera de ellas es la via no amiloidogénica (Fig.
2, izquierda), que no es patoldgica, en la cual las a- y y secretasas clivan secuencialmente la APP formando
el fragmento soluble p3. Sin embargo, la APP puede ser procesada por una via alternativa, siendo sustrato
de la accién de las B y y secretasas, que generan fragmentos amiloidogénicos A, cominmente de 40y 42
aminoacidos (BA140Yy BAi.42, respectivamente) (Fig. 2, derecha) (LaFerla et al., 2007). La forma con 42
residuos es la mas abundante en las placas amiloides, ya que a mas largo el péptido, mas hidrofébicos se
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vuelven, por lo cual tienen mas probabilidades de agregacioén. Las placas amiloides, formadas mediante
un proceso complejo que parece ser dependiente del tipo celular, requieren como primer paso la
internalizacion de estos péptidos y la formacion de agregados intracelulares, previo a su externalizacidon
(Friedrich et al., 2010; D. M. Walsh et al., 2000). Si bien las placas amiloides son una caracteristica distintiva
de la EA, las investigaciones cientificas demuestran que son las formas solubles del péptido BA las
principales desencadenantes de varias cascadas patoldgicas (Cleary et al., 2005; D. M. Walsh et al., 2002;
D. M. Walsh & Selkoe, 2007).

Via no amiloidogénica Via amiloidogénica
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Figura 2: Representacion esquematica del procesamiento de la APP y la consecuente formacion de placas amiloides.
Procesamiento no amiloidogénico (izquierda): La a-secretasa proteoliza a la APP liberando un fragmento soluble al espacio
extracelular llamado sAPPa. A continuacion, la y-secretasa corta el fragmento que queda en la membrana liberando un dominio
intracelular citosolico de APP (DICP) y otro extracelular (p3). Procesamiento amiloidogénico (derecha): La B-secretasa (BACE1)
corta a la APP liberando el fragmento extracelular sAPPB, mas corto que en el proceso no amiloidogénico. El extremo C-terminal
es proteolizado ahora por el complejo y-secretasa generando el péptido BA y DICP. La acumulacidn del péptido BA, de solubilidad
limitada, formara auto agregados, que constituiran oligdmeros, luego fibrillas y finalmente las placas seniles amiloides: fotografia
del resultado de una inmunohistoquimica contra BA mostrando placas en el cerebro humano (adaptado de LaFerla et al., 2007 y
de Serrano-Pozo et al., 2011))

Por otro lado, los ONF estan compuestos por formas hiperfosforiladas de Tau, una proteina asociada
a microtubulos que normalmente estimula el ensamblaje de tubulina en microtubulos en el cerebro. La
actividad bioldgica de Tau esta regulada por su nivel de fosforilacidn. Los sitios de fosforilacion de Tau
(Ser/Thr), se localizan principalmente en las regiones ricas en prolina (residuos 172-251) y en la cola C-
terminal (residuos 368-441), que flanquean las repeticiones de unidon a microtubulos (Fig. 3A). La
fosforilacién anormal de la proteina Tau disminuye su afinidad por los microtubulos, lo que conduce a la
disociacion de Tau y disminucidon de ensamblaje de microtubulos (Fischer et al., 2009; Kiris et al., 2011;
Sengupta et al., 1998). Adicionalmente, la fosforilacién multisitio conduce a cambios conformacionales
que hacen que la proteina Tau sea propensa al mal plegamiento y a la agregacion (Fig. 3B), formando ONF
(Alonso et al., 2001). Como se observa en la figura 3A, la proteina Tau puede ser fosforilada en muchos
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residuos diferentes, y se ha descripto que la pseudofosforilacion experimental de Tau en Ser199, Ser202,
Thr205, Ser396 y Ser404 provoca la alteracidn de su tipica conformacién de clip y la induccidn de una
conformacion patoldgica que puede ser mas propensa a la agregacion (Jeganathan et al., 2008). Por otro
lado, se ha demostrado que sitios de fosforilacidn como Ser214, Ser262 y Ser305 inhiben la agregacién de
Tau y pueden ser neuroprotectoras (A. Schneider et al., 1999; Strang et al., 2019). En estadios tardios de
la enfermedad, la hiperfosforilacion de multiples sitios proagregacién puede superar a los sitios
protectores.
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Figura 3: La hiperfosforilacion de Tau causa la formacion de ovillos neurofibrilares. Esquema de la isoforma de Tau mas larga
expresada en el cerebro humano (2N4R). La proteina Tau contiene importantes dominios estructurales, como el dominio N-
terminal con inserciones N1y N2, una regidn rica en prolina, cuatro repeticiones principales de unién a microtubulos (R1-R4) y el
dominio C-terminal. Se muestra la posicién de los sitios de fosforilacion identificados en los cerebros de EA; figura adaptada de
(Xia et al., 2021) (A). Fotografia del resultado de una inmunohistoquimica contra Tau mostrando acumulacién de ONF (flechas
rojas) en el cerebro humano (adaptado de Serrano-Pozo et al., 2011) (B).

Como se menciond previamente, la EA es una enfermedad progresiva. En los casos tipicos, el
depdsito del péptido BA tiene un origen aparente en los Iébulos frontal y temporal, hipocampo y sistema
limbico. Los ONF y la degeneracién neuritica comienzan en los lobulos temporales mediales y el
hipocampo, y se extienden progresivamente a otras zonas del neocortex (Fig. 4) (Masters et al., 2015).

Otra caracteristica de los cerebros con EA, es la pérdida significativa de neuronas colinérgicas
(Schliebs & Arendt, 2006) del nucleo basal de Meynert, una estructura que se encuentra en la base del
prosencéfalo. De esta estructura emergen las mayores proyecciones colinérgicas a la corteza cerebral y el
hipocampo. El sistema colinérgico esta implicado en diversos procesos fisiolégicos, pero también en
importantes funciones cognitivas, tales como la atencién, la memoria, y el aprendizaje (Drachman, 1977;
Drachman & Leavitt, 1974; Fine et al.,, 1997). Estas funciones estan mediadas por la unién del
neurotransmisor acetilcolina (Ach), sintetizado en el citoplasma de las neuronas colinérgicas, a receptores
muscarinicos y nicotinicos. Dado que en la EA los niveles de Ach y de la enzima que lo sintetiza, la
colinacetiltransferasa, se encuentran disminuidos en esta patologia, algunos de los enfoques
farmacoldgicos actuales para ralentizar el avance de los sintomas cognitivos estdn enfocados en la
recuperacion de niveles normales de este neurotransmisor, como se detalla en la seccion 1.1.6.
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Finalmente, dentro de las caracteristicas histopatolégicas de la EA, cabe mencionar a la
neuroinflamacién como un proceso que ya no es un simple espectador activado por la aparicién de placas
amiloides y ONF, sino que contribuye tanto o mas a la patogénesis que estos (Heneka et al., 2015). Los
principales actores celulares de este proceso son la microglia y los astrocitos. Sin embargo, el término
neuroinflamacion es actualmente usado para describir diferentes procesos segun el contexto, y es por eso
que, tal como lo sefialan recientemente Paolicelli et al., 2022 (Box 4 del articulo), se ha vuelto un término
ambiguo y es recomendable usar términos precisos para describir fendmenos especificos. Es asi que
podemos mencionar que, en la EA, la reaccién microglial, la astrogliosis reactiva, el aumento de la
permeabilidad de la barrera hematoencefdlica y la consecuente infiltracién de células inmunitarias
periféricas, son fendmenos muy complejos que juegan un rol determinante en la pérdida de la
homeostasis del sistema nervioso central (SNC). En particular, las células gliales se encuentran
fuertemente reactivas a los alrededores de las placas amiloides (Fig. 5A, B, C).

1.1.4 Enfermedad de Alzheimer familiar y esporadica

Se han descripto dos formas de la EA, la familiar (EAf), con herencia autosdmica dominante y poca
influencia del entorno, y la esporadica (EAe) que no estd asociada a un patrén mendeliano de herencia, y
de la cual no se comprende exactamente la causa. Estas dos formas de la patologia también pueden ser
encontradas en bibliografia como EA de inicio temprano o de inicio tardio, respectivamente. A excepcion
de la edad de inicio, estas dos formas son clinica y fenotipicamente muy similares (Haass & Selkoe, 2022;
Lippa et al., 1996).

1.1.4.1 Enfermedad de Alzheimer familiar

La prevalencia de esta forma hereditaria de la enfermedad es de menos del 5% del total de casos, los
sintomas afectan a personas menores de 60 afios y presenta una tasa de progresién mas rdpida que la
EAe (Blennow et al., 2006; Harvey et al., 2003).

Como causas de EAf se han descrito hasta la fecha, mds de 160 mutaciones en tres genes, los cuales
codifican a la APP, en el cromosoma 21 (Goate et al., 1991), a la presenilina (PSN) 1, en el cromosoma 14,
y a la PSN2, en el cromosoma 1 (Scheuner et al.,, 1996; Sherrington et al., 1995). Ambas PSNs son
componentes esenciales de la y-secretasa, enzima involucrada en el procesamiento de APP para la
produccién de péptidos amiloides. Las mutaciones que originan la EAf, promueven el aumento de la
produccién de péptidos BA mas largos (de 42 y 43 residuos), en lugar del mas comun de 40 residuos, los
cuales, como se menciond anteriormente, son mas hidrofébicos y propensos a agregarse (Chévez-
Gutiérrez et al., 2012; Szaruga et al., 2015).

1.1.4.2 Enfermedad de Alzheimer esporddica

Mads del 95% de los casos reportados de EA corresponden a la forma esporadica, en la cual los
sintomas aparecen después de los 70-75 afios de edad. Al contrario que para la EAf, para la forma
esporadica no se conoce la causa, pero se acepta que es una patologia multifactorial, lo que significa que
varios genes, junto con diversos factores ambientales, contribuyen al riesgo de padecerla (Blennow et al.,
2006). El principal factor de riesgo para la EAe es la edad. Especificamente, en los Estados Unidos, el
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porcentaje de personas de entre 65-74, 75-84 y mayores de 85 afios con EA es del 5%, 13,1% vy 33,3%
respectivamente (Gaugler et al., 2023).

Progesion placas amiloides
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Lébulo
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Lébulo
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[ | ‘ h 3
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Figura 4: Propagacion de las placas amiloides y de la patologia Tau en la EA. Propagacion de la patologia amiloide (arriba) en la
EA segun los estadios de Thal y de la patologia Tau seguin los estadios de Braak (abajo) (adaptado de Masters et al., 2015).

En cuanto a los factores de riesgo genéticos, actualmente se estan investigando multiples genes
implicados en las vias relacionadas con la patologia, pero el principal factor genético de riesgo es un alelo
especifico de la apolipoproteina E (ApoE). El gen apoE existe en tres alelos polimdrficos diferentes (€2, €3
y €4), y es la expresiéon del alelo €4 el que aumenta entre 3 y 4 veces el riesgo de desarrollar esta
enfermedad (Corder et al., 1993; Strittmatter et al., 1993). En el SNC, la ApoE es producida principalmente
por los astrocitos para el transporte de colesterol hacia las neuronas (Bu, 2009), lo cual sugiere un rol
importante de estas células en la EA. Aunque no estd del todo claro, experimentos in vitro e in vivo indican
qgue la ApoE4 podria ser menos eficiente para el transporte de colesterol y facilitar la formacién de
agregados amiloides. Por otro lado, el gen trem2, que en el SNC es expresado principalmente por la
microglia, se perfila como otro factor de riesgo importante para la EA, lo cual también situa a las células
microgliales en el centro del proceso de la enfermedad (Guerreiro et al., 2013; Jonsson et al., 2013).
Trem2 es un receptor transmembrana que se activa por la unién de diversos ligandos como fosfolipidos,
productos bacterianos y restos celulares, y la unién del receptor media la fagocitosis microglial y
promueve cambios en el perfil de expresion de citoquinas (Cannon et al., 2012; Daws et al., 2003); por lo
tanto la expresién de trem2 mutado pareciera alterar el balance entre las respuestas proinflamatorias y
la fagocitosis de las placas amiloides (Kleinberger et al., 2014).

Existen otros factores de riesgo para la EAe que complejizan alin mds esta patologia, entre ellos se
pueden nombrar a los factores de comorbilidad como la enfermedad cardiovascular (Pendlebury &
Rothwell, 2009), la enfermedad cerebrovascular (Kuzma et al.,, 2018), la diabetes mellitus (DM)
(Chatterjee et al., 2016; Logroscino et al., 2004; Ott et al., 1999; Ronnemaa et al., 2008; Yaffe et al., 2004),
la depresién (Jorm, 2001), y el estilo de vida como la dieta (N. Hu et al., 2013) y el sedentarismo (Yan et
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al.,, 2020). Ademas, el sexo femenino también se perfila como otro factor de riesgo, por una mayor
incidencia de EA en las mujeres (L. L. Barnes et al., 2005; Beam et al., 2018; S. Gao et al., 1998; Gaugler et
al., 2023) (ver seccion 1.3).

1.1.5 Mecanismos patologicos de la enfermedad de Alzheimer
Existen diversas hipdtesis que intentan explicar el origen de la EA, entre ellas:

- La hipdtesis de la cascada amiloide o su variante mds actualizada, |la hipotesis de los oligomeros
BA: postula que la deposicion del péptido BA es un acontecimiento previo en la evolucion de la
EA, que conduce a la muerte celular y/o al desarrollo de ONF. La hipdtesis de los oligdmeros BA
de pequeiio peso molecular postula que estos representan agentes neurotdxicos que causan dafio
sindptico en la EA (seccion 1.1.5.1).

- La hipdtesis de la propagacion de Tau: postula que los agregados de pTau se propagan induciendo
asi la progresion de la patologia (seccién 1.1.5.2)

- La hipétesis metabdlica: postula que la resistencia a la insulina es el fenémeno que origina la EA
(seccién 1.1.5.4)

- La hipétesis de la cascada mitocondrial: postula que la disfuncién mitocondrial relacionada con
la edad conduce en ultima instancia a la patologia y sintomatologia de la EA (Swerdlow & Khan,
2004).

- La hipdtesis de la doble via: pretende resolver la desconexion entre la patologia amiloide y Tau y
explorar los factores desencadenantes previos de la enfermedad en la EAe, y por tanto postula
gue podria haber factores anteriores capaces de impulsar la patologia amiloide y de Tau (Small &
Duff, 2008).

- La hipdtesis colinérgica: postula que la degeneracién de las neuronas colinérgicas de los nucleos
basales del prosencéfalo provoca alteraciones en terminales colinérgicas presindpticas en el
hipocampo y el neocédrtex, lo que es importante para la memoria y otros sintomas cognitivos (A.
V. Terry & Buccafusco, 2003).

- La hipdtesis de la reentrada en el ciclo celular: postula que un aumento del dafio en el ADN de
las neuronas relacionado con la edad es responsable de las enfermedades neurodegenerativas
(Chow & Herrup, 2015).

- La hipdtesis vascular: propone que el dafio vascular (desorganizacion y reduccién de la red capilar
y vascular) observado en la EA origina sitios potenciales para los depdsitos BA y afecta su
eliminacion (Marchesi, 2011).

Cada una de estas hipotesis presenta evidencia a favor de la misma, pero lo que es dificil de
determinar en todas ellas es la primacia del efecto. En esta seccidn se introduciran en detalle las hipdtesis
de la cascada amiloide, de Tau y metabdlica, las dos primeras por ser las mas difundidas en el campo, y la
ultima por relevancia con el tema y los objetivos del trabajo. Adicionalmente se dara lugar al rol de las
células gliales en la patogenia de la enfermedad, el cual es cada vez mas reconocido en el area.
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1.1.5.1 Hipdtesis de la cascada amiloide

La hipotesis de la cascada amiloide fue expuesta en 1992 por Hardy y Higgins (Hardy & Higgins, 1992),
proponiendo que la deposicion del péptido BA es la causa principal de la neurodegeneracion observada
en la EA. Mas especificamente, la acumulacidon anormal del péptido BA genera una respuesta inflamatoria
(en la que participan la microglia y los astrocitos, e incluso el sistema inmunitario periférico),
especialmente alrededor de las placas. Este fendmeno modula la homeostasis celular, altera las sinapsis,
provoca estrés oxidativo y conduce progresivamente a la patologia Tau. Todos estos mecanismos
conducen a la disfuncién y muerte neuronal, causando los déficits cognitivos observados en pacientes.

Esta hipdtesis se ve respaldada por la existencia de la forma familiar de la EA, ya que todas las
mutaciones descriptas se localizan en proteinas implicadas en el metabolismo de APP y la produccién del
péptido BA, y son suficientes para generar EA. Ademds, la neuropatologia de la EA se observa
invariablemente en el sindrome de Down (MANN et al.,, 1984; Motte & Williams, 1989), lo cual es
explicado por la trisomia del cromosoma 21, que da como resultado una mayor expresion de APP y de los
consiguientes niveles mads altos del péptido BA durante toda la vida. Por otra parte, como se menciond
previamente, el principal factor de riesgo genético para la EAe es la ApoE4, y existen pruebas que la ApoE
es necesaria para la deposiciéon amiloide (Bales et al., 1999; Holtzman et al., 2000).

Sin embargo, esta hipdtesis, como todas, es actualmente discutida en el campo. La discusion no trata
sobre que BA no esté implicado en la EA, que junto con la APP y las secretasas debe seguir siendo una
parte central de nuestro pensamiento sobre la fisiopatologia de la enfermedad, sino se trata de discutir
gue una simple via lineal que traza la progresién de la enfermedad resulta incompleta como hipétesis
formal, debido a todas las causas que pueden estar implicadas en promover la neurodegeneracion y de
las cuales hay evidencia a favor en el contexto de la EA (Herrup, 2015). La discusidon emerge de las
observaciones de que el nimero de placas amiloides no se correlaciona bien con la gravedad de la
demencia (figura 7 de Masters et al., 2015; McLean et al., 1999; R. D. Terry et al., 1991), aunque si lo hacen
los niveles de BA solubles (Lue et al., 1999; McLean et al., 1999) y es de esta observacién que se desprende
la hipétesis de los oligdmeros BA. En efecto, la presencia de placas amiloides en individuos sin deterioro
cognitivo sugiere que las placas amiloides no son la Unica causa de los déficits cognitivos (Klunk et al.,
2009). Por otra parte, durante muchos afios hubo una importante falta de traslacién de la ciencia
preclinica a la clinica, ya que diversas estrategias terapéuticas contra la patologia amiloide, como
inhibidores de las secretasas B oy, y anticuerpos monoclonales anti-péptido BA, fallaron en mejorar los
sintomas cognitivos de los pacientes, muchas veces con efectos secundarios adversos adicionales (Haass
& Selkoe, 2022; Mehta et al., 2017). Sin embargo, muy recientemente algunos ensayos clinicos de fase 3
de terapias anti-amiloides mostraron resultados prometedores (Yadollahikhales & Rojas, 2023). Aunque
las terapias anti-amiloides son la linea principal de investigacidn clinica en la terapéutica de la EA, la visién
neuronocéntrica debe ampliarse a otra que tenga en cuenta la contribucidn de los distintos tipos de
células, sus interacciones mutuas y la evolucion gradual de la enfermedad.

1.1.5.2 Hipdtesis de la propagacion de Tau

Aunque las alteraciones relacionadas al péptido BA son claramente un eslabén importante en la
cadena de eventos patoldgicos de la EA, la forma patoldgica de la proteina Tau se correlaciona mejor con
los déficits cognitivos asociados a la enfermedad. La progresion de la patologia Tau en diferentes regiones
cerebrales durante el curso de la enfermedad, desde muy tempranas etapas, fue descrita por Braak &
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Braak, 1991. Existen seis etapas de Braak en la EA, como se observa en la figura 4, abajo. Estas etapas
progresivas se correlacionan bien con el deterioro cognitivo observado en la EA, en contraste con la
patologia amiloide (Masters et al., 2015). Como se menciond previamente, en condiciones fisioldgicas, la
proteina Tau promueve el ensamblaje y el mantenimiento de los microtubulos, funcidn que se encuentra
comprometida por un desbalance en su estado de fosforilacién. En la EA, la patologia Tau altera el
citoesqueleto y conduce a la neurodegeneracion axonal y dendritica de las neuronas afectadas (Grundke-
Igbal et al., 1986). Hipdtesis recientes sugieren una propagacion trans-sinaptica de agregados, induciendo
asi la progresion de la patologia (L. Liu et al., 2012; Y. Wang et al., 2017). Estos descubrimientos generaron
el desarollo de terapias contra Tau, entre ellas inhibidores de |la agregaciéon de Tau, inhibidores de quinasas
de Tau, y estabilizadores de microtubulos. Sin embargo, la mayoria de ellas fueron discontinuadas por
efectos adversos o falta de eficacia. Actualmente, la mayoria de los enfoques dirigidos a Tau que se
encuentran en ensayos clinicos son inmunoterapias (Congdon & Sigurdsson, 2018). Debido a que la
hipétesis de la propagacion de Tau tiene menos antigiiedad que la hipdtesis amiloide (Frost et al., 2009
vs. primer version de la cascada amiloide en 1992), las inmunoterapias contra Tau son mas recientes y su
eficacia queda por comprobar en el futuro.

1.1.5.3 Rol de las células gliales

Durante el siglo pasado y principios del presente, las hipotesis amiloide y de propagacién de Tau
dominaron el campo de estudio, centrando la mayor parte de las investigaciones en las neuronas,
dificilmente teniendo en cuenta todos los tipos celulares implicados en la EA. Sin embargo, actualmente
es reconocido que la microglia y los astrocitos juegan un rol fundamental en la patogenia de la EA, ya no
solo como meros actores secundarios, sino también como actores primarios del desarrollo de la
enfermedad, como se detallard a continuacion. Por otra parte, uUltimamente cada vez mas evidencia
emerge acerca de la implicancia de los oligodendrocitos en la EA (Blanchard et al., 2022; J. F. Chen et al.,
2021; Depp et al., 2022), aunque no se ahondara sobre este tema en este trabajo.

Microglia

La microglia son los macréfagos residentes del SNC, es decir las principales células que componen el
sistema inmune del cerebro (Ransohoff & Perry, 2009). Son la poblacién mas dinamica del cerebro adulto,
se encuentran explorando continuamente el entorno a través de sus numerosas prolongaciones
ramificadas. Incluso en el cerebro sano, estas células se encuentran constantemente retrayendo vy
extendiendo sus prolongaciones, y responden rapidamente a las alteraciones de su entorno (Davalos et
al., 2005; Nimmerjahn et al., 2005). De esta forma, la microglia esta en intimo contacto con células de su
entorno inmediato, y expresa un conjunto de receptores de superficie que les permiten detectar cambios
en su entorno. Los estados microgliales son, por tanto, dinamicos, y cambios en el epigenoma,
transcriptoma, proteoma y metaboloma de la célula producen resultados morfoldgicos, ultraestructurales
y/o funcionales discretos (Paolicelli et al., 2022). La microglia se encuentra implicada en muchas funciones
criticas del SNC, como la remodelacidén de las sinapsis, la eliminacién de células y desechos apoptdticos,
la promocién de la mielinizacién y liberacidon de factores solubles que modulan la actividad neuronal (Borst
et al., 2021).
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En condiciones de estrés, ya sea por invasidn de un patdgeno, injuria o acumulacién anormal de
proteinas, las células gliales cambian su morfologia desde un fenotipo altamente ramificado con soma
pequefio (Fig. 5D, E) hacia un fenotipo ameboide caracterizado por presencia de un cuerpo celular mas
esférico, hipertrofia nuclear, retraimiento de sus procesos (Fig. 5F, G) y expresion/liberacion de factores
y proteinas (Colonna & Butovsky, 2017; Doorn et al., 2014). En la EA, la microglia reactiva se posiciona
alrededor de las placas amiloides (McGEER et al., 1988; Vehmas et al., 2003), aunque aln no se conoce
con exactitud su funcién alrededor de ellas.
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Figura 5: Células gliales reactivas alrededor de placas seniles y cambios morfolégicos de la microglia frente a injuria. Deteccién
inmunohistoquimica de células microgliales positivas para Ibal (A) y CD45 (B) alrededor de placas amiloides (BA) en cerebros
humanos con EA estadificada como Braak IV. El asterisco indica placa amiloide. Barra de escala: 20 um (adaptado de Navarro et
al., 2018). Deteccidén inmunohistoquimica de células astrogliales positivas para GFAP alrededor de una placa amiloide en cerebro
humano con EA. Barra de escala: 50 um (adaptado de Pike et al., 1995) (C). Células microgliales positivas para Ibal: en cerebro
de rata adulta control se observan células con soma pequefio, altamente ramificadas y con procesos finos, correspondiente a
microglia no reactiva u homeostatica (D, E); en cerebro de rata modelo de EA se observan células con soma prominente,
inmunomarcado fuertemente para lbal, procesos retraidos y engrosados (F, G). Barra de escala (D-G): 15 um

La reaccion de la microglia implica cambios funcionales, con ganancia o pérdida de funcion. Por
ejemplo, estudios han revelado que la deposicién del péptido BA coincide con el deterioro funcional de la
microglia, lo que sugiere que, en estadios patoldgicos avanzados, la microglia se vuelve incapaz de
eliminar y limpiar la carga amiloide (Hickman et al., 2008; Krabbe et al., 2013). Si bien el mecanismo por
el cual esto sucede no se conoce del todo, utilizando ratones transgénicos modelo de la EA (APP/PS1) y
knock out (KO) para el inflamasoma NRLP3 (componente critico del sistema de inmunidad innata), se
observd que la activacidn del mismo afecta negativamente la funcionalidad de la microglia con respecto
a la eliminacién de las placas amiloides (Heneka et al., 2013).

La microglia también se encarga del remodelamiento de las sinapsis mediante fagocitosis (Paolicelli
et al., 2011; Schafer et al., 2012). La pérdida de sinapsis observada en la EA (Scheff & Price, 2006; Terry et
al.,, 1991) puede estar mediada por la fagocitosis en respuesta a los agregados BA, o la liberacion de
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factores toxicos para las sinapsis (Rajendran & Paolicelli, 2018). Por otra parte, la reaccién de la microglia
a distintos tipos de injuria cerebral promueve la liberacién de mediadores inflamatorios resultando en la
produccién de TNFa, IL1B y otras citoquinas inflamatorias que vez promueven la reactividad de los
astrocitos (Liddelow et al., 2017).

Astrocitos

Los astrocitos constituyen una poblacién de células gliales altamente heterogénea (Fig. 6A, B) (Ben
Haim & Rowitch, 2016; Emsley & Macklis, 2006; Endo et al., 2022; Karpf et al., 2022), implicada en diversas
funciones cruciales en el SNC. Estas células se encuentran por un lado en contacto con los vasos
sanguineos (Fig. 6C) y por otro con las sinapsis (Fig. 6D), lo que les permite regular los intercambios con
el torrente sanguineo a través de la barrera hematoencefdlica (BHE) y participar activamente en la
transmisidn sinaptica, regulando la homeostasis del fluido intersticial, reciclando neurotransmisores y
liberando gliotransmisores (Sofroniew & Vinters, 2010). Adicionalmente, los astrocitos regulan el
metabolismo energético y almacenan glucégeno, son importantes para la defensa contra especies
reactivas del oxigeno (ROS) y tienen un rol muy importante durante el desarrollo ya que modulan la
formacidn y funcién de las sinapsis (Sofroniew & Vinters, 2010). Aunque las funciones de apoyo de los
astrocitos estan bien reconocidas, sus efectos directos sobre la actividad neuronal siguen siendo
imprecisos. Sin embargo, cada vez hay mas evidencia de que los astrocitos estan implicados en procesos
complejos como la memoria (Adamsky et al., 2018; Panatier et al., 2006).

Al igual que la microglia, los astrocitos son capaces de responder a cualquier cambio en la
homeostasis del SNC, y en el siglo XXI, se considera cada vez mas que contribuyen de forma decisiva a los
trastornos neuroldgicos. En condiciones patoldgicas, agudas o neurodegenerativas, los astrocitos se
vuelven reactivos. La "astrogliosis reactiva" o la “reactividad astrocitica” es el proceso por el cual, en
respuesta a la patologia, los astrocitos se comprometen en programas definidos molecularmente que
implican cambios en la regulacién transcripcional, asi como remodelacién bioquimica, morfoldgica,
metabdlica y fisioldgica, que en ultima instancia resultan en la ganancia de nuevas funciones o la pérdida
de sus funciones homeostaticas (Escartin et al., 2021). La astrogliosis reactiva es comunmente identificada
mediante cambios en el citoesqueleto ocasionado por un aumento de la expresion de ciertas proteinas
de filamentos intermedios como la proteina acidica fibrilar glial (GFAP) (BIGNAMI & DAHL, 1976) (Fig. 6E,
F), vimentina (Yamada et al., 1992) y nestina (Moreels et al., 2008), que promueve cambios morfoldgicos
incluyendo hipertrofia del soma y de los procesos primarios (Fig. 6E, F) (Bardehle et al., 2013).

Sin embargo, la reaccién de los astrocitos a los distintos cambios en el SNC no es una respuesta
homogénea. Por ejemplo, se ha observado que, aunque muchos genes son cominmente expresados
entre dos contextos patoldgicos dados (inyeccidn de lipolisacarido (LPS) o isquemia), al menos el 50% de
la expresion génica alterada es especifica de un determinado tipo de lesion (Zamanian et al., 2012). Por
otro lado, tras una injuria aguda en la corteza cerebral, se reportd que, aunque todos los astrocitos se
volvieron hipertroéficos, solo algunos permanecieron estaticos, otros polarizaron hacia la lesion y algunos
proliferaron (Bardehle et al., 2013).

Las vias de sefializacion principales que conducen a la reactividad astrocitica son: la via de NF-kB
(factor nuclear kappa B), la via MAPK (proteina quinasa activada por mitdogenos), la via NFAT (factor
nuclear de células T activadas)/Calcineurina y la via JAK2/STAT3 (quinasa Janus 2/transductor de sefiales
y activador de la transcripcidn 3) (Haim, Carrillo-de Sauvage, et al., 2015).
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La via JAK2/STAT3 es una cascada ubicua que regula la expresion de genes implicados en muchas
funciones, como el crecimiento, la proliferacion, la diferenciacion y la inflamacién celular. Esta via es
activada por citoquinas y factores de crecimiento como la interleuquina (IL) 6 y el factor neurotréfico ciliar
(CNTF). La unidn del ligando a su receptor conduce a la aposicion y transfosforilacion de las JAK en residuos
de tirosina, liberando su actividad catalitica intrinseca. De esta manera, el receptor también es fosforilado,
generando sitios de unién para el dominio SH2 (del inglés Src Homology 2), de STAT3. Tras su fosforilacidn,
STAT3 dimeriza e ingresa al nucleo de la célula donde promueve la transcripcion génica (Fig. 7) (Levy &
Darnell, 2002). Se ha observado que STAT3 se acumula en el nucleo de los astrocitos reactivos en el
hipocampo de modelos de ratones transgénicos de EA, y en el cuerpo estriado de modelos murinos y
primates de enfermedad de Huntington (Haim, Ceyzériat, et al., 2015). La activacion de la via STAT3 parece
ser una caracteristica universal de la reactividad de los astrocitos en modelos de enfermedades
neurodegenerativas (Haim, Ceyzériat, et al., 2015).
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Figura 6: Principales caracteristicas de los astrocitos. Esquema sobre la heterogeneidad astrocitica, mostrando diferencias tanto
entre regiones cerebrales (heterogeneidad inter-regional) como en la misma regién (heterogeneidad intra-regional); por ejemplo,
los astrocitos adyacentes en una regidn cerebral determinada muestran diversidad en su expresidn de proteinas especificas y en
su capacidad funcional para regular la actividad de subtipos neuronales (adaptado de Ben Haim & Rowitch, 2016) (A). Esquema
que ilustra la poblacién de astrocitos morfolégicamente distinta en diferentes regiones el giro dentado (GD) del hipocampo: capa
molecular (ML), zona o capa granular (GZ), zona subgranular (SGZ) e Hilus (adaptado de Karpf et al., 2022) (B). Imagen confocal
de tincion inmunofluorescente de un vaso sanguineo con anti-colageno IV (verde), y astrocitos con anti-GFAP (rojo); el color
amarillo/naranja indicado con flechas muestra el recubrimiento del vaso por los procesos celulares. Barra de escala: 10 um
(adaptado de Rajkowska et al., 2013) (C). Imagen de microscopia electrénica de la corteza cerebral de ratén, mostrando un proceso
astrocitico contactando sinapsis y formando la sinapsis tripartita (adaptado de Chung et al., 2015) (D). Microscopia in vivo de la
respuesta de un astrocito de ratén a una herida en la corteza cerebral: ejemplo de una célula que a los 5 dias post-operacion (dpo)
(F) se volvio hipertréfica en comparacion al dpo 0 (E), pero que esencialmente conservé su morfologia inicial y mantuvo su
posicidn. Barra de escala: 50 um (adaptado de Bardehle et al., 2013).

En la EA, muchas funciones de los astrocitos se ven modificadas por la reactividad. Por ejemplo, se
observan alterados la homeostasis del glutamato, el metabolismo de la glucosa y la expresidon de enzimas
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mitocondriales claves para la glucdlisis, la produccidn de ROS, y la expresidn de las conexinas que forman
las juntas gap entre los astrocitos. También, se observan alteraciones en la homeostasis del calcio, y
alteraciones en el Sc de los astrocitos (liberaciones de citoquinas, factores troficos y gliotransmisores)
(Haim, Carrillo-de Sauvage, et al., 2015), por lo que la respuesta de estas células juega un rol fundamental
en la patogenia de la EA.

Fosforilacién en tirosina de
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Figura 7: Via de sefializacion candninca de JAK/STAT3. Fosforilaciones secuenciales de tirosina desencadenadas por la interaccion
ligando-receptor. La dimerizacion del receptor permite la transfosforilacion y activacion de las quinasas Janus (JAK). A
continuacién, se produce la fosforilacidn de las colas del receptor y el reclutamiento de las proteinas transductoras de sefiales y
activadoras de la transcripcion (STAT). Luego se produce la fosforilacion de STAT. A la dimerizacidn de STAT activada (fosforilada en
tirosina) le sigue la entrada en el nucleo (adaptado Levy & Darnell, 2002).

1.1.5.4 La enfermedad de Alzheimer, iuna enfermedad metabdlica?

La hipdtesis del metabolismo tiene su origen en los trabajos de Hoyer y sus colegas, que describieron
una reduccion en la utilizacion de glucosa y la produccidn de energia en el cerebro de personas con EA
(Hoyer, 1991; Hoyer et al., 1988). Durante las ultimas décadas, se ha demostrado que en el cerebro, la
sefializacion de la insulina y el factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF1) estan alteradas. Por ejemplo,
los transcriptos de ARNm para las proteinas clave de sus vias de sefializacién, estdn disminuidos en
multiples regiones cerebrales en la EA (Steen et al., 2005; Talbot et al., 2012). Por otra parte, tanto en las
neuronas hipocampales expuestas a oligdmeros BA in vitro, como en estudios post-mortem utilizando
tejido cerebral de la EA, los receptores de insulina se observaron redistribuidos de su ubicacion habitual
en la membrana plasmatica dendritica, al soma neuronal (De Felice et al., 2009; Moloney et al., 2010).

Como se menciond previamente, estd bien descripto que el riesgo de demencia es significativamente
mayor para los pacientes con DM tipo Il frente a individuos no diabéticos (Chatterjee et al., 2016;
Logroscino et al., 2004; Ott et al., 1999; Rénnemaa et al., 2008; Yaffe et al., 2004). Ademas, se observd
gue un control glucémico alterado, revelado por niveles elevados de hemoglobina glucosilada en plasma,
se correlaciona con el deterioro cognitivo incluso en individuos no diabéticos, lo que sugiere que la
desregulacion de la glucosa por si sola puede desencadenar el deterioro cognitivo (Ravona-Springer et al.,
2012).
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De esta manera, se ha propuesto que las anomalias metabdlicas presentes en la EA se originan por
una resistencia a insulina y al IGF1 en el cerebro, que causan una ruptura en las vias de sefializacidn que
regulan la supervivencia, la produccidn de energia, la expresion génica, y la plasticidad neuronal (via de
sefializaciéon descripta en seccion 1.4.1.1). Ademas, estudios demuestran una conexion entre la
sefializacion de insulina y la patologia amiloide y Tau tipicas de la EA. Por ejemplo, en cultivos primarios
de neuronas hipocampales se observd que la activacién del receptor de insulina protege a las neuronas
de los efectos toxicos de la incubacidn con oligémeros BA, ya que impiden que estos se unan a las sinapsis
(De Felice et al., 2009). Por otro lado, la sefializacién de insulina puede alterar el nivel de fosforilaciéon de
Tau, ya que una de las quinasas involucradas en esta accién es la glucégeno sintasa quinasa-3 B (GSK3B),
gue es negativamente regulada por insulina (Sperber et al., 1995; H. Zhu et al., 2018).

Lainsulinay el IGF1 periféricos cruzan la BHE y los plexos coroideos que conforman la barrera sangre-
liquido cefalorraquideo (LCR) (Banks, 2004; Carro et al., 2005; Pan & Kastin, 2000), y se unen a receptores
gue se expresan en practicamente todo el cerebro, incluyendo areas centrales para la memoria y la
cognicion, como el hipocampo y la corteza prefrontal (Banks, 2004; Havrankova et al., 1978; Unger et al.,
1989). Sin embargo, existe un debate abierto sobre la accién de la insulina en el control del metabolismo
cerebral de la glucosa. Aunque algunos pocos trabajos, dados por estudios en astrocitos KO de su receptor
(Garcia-Caceres et al., 2016) o por PET en pacientes con deterioro en la tolerancia a la glucosa (Hirvonen
et al., 2011) muestran que la insulina podria tener un rol en regular el azucar, en general se cree que la
insulina en el cerebro no tiene el mismo impacto que en la periferia, donde es bien sabido que regula el
consumo de la glucosa. En cambio, diversos estudios le otorgan a la insulina un rol neuromodulador, ya
gue es importante para la plasticidad sindptica y los procesos relacionados con la memoria, incluida la
modulaciéon de la densidad de las espinas dendriticas, la formacién y transmisidon sindptica y la
potenciacion a largo plazo (Blazquez et al., 2014; C. C. Lee et al., 2011; McNay et al., 2010; Stranahan et
al., 2008; Y. Zhang et al., 2016). De hecho, una serie de pequefios experimentos clinicos en los que la
insulina se ha administrado por via intranasal directamente en el cerebro, han obtenido resultados
prometedores (Craft et al., 2003, 2012). Sin embargo, esto llevé a un ensayo clinico mucho mas grande
(con 240 participantes) finalizado en 2018, en el cual no se observaron beneficios cognitivos o funcionales
por el tratamiento con insulina intranasal (ClinicalTrials.gov Identificador: NCT01767909).

Si las anomalias de la sefializacién de la insulina forman parte de la causalidad de la enfermedad o si
se ven afectadas negativamente debido al propio proceso de la EA, es una pregunta que aln permanece
abierta (Stanley et al., 2016).

1.1.6 Tratamiento para la enfermedad de Alzheimer

El tratamiento de una persona con EA es puramente sintomatico y de apoyo. En la actualidad, existen
tratamientos farmacoldgicos que se dividen principalmente en dos categorias: los inhibidores de la
acetilcolinesterasa, entre los cuales tenemos al donepezilo, galantamina y rivastigmina, y el antagonista
no competitivo del receptor del acido N-metil-D-aspartico (NMDA), representado por la memantina. El
objetivo de los inhibidores de acetilcolinesterasa es promover la neurotransmision colinérgica, limitando
la degradacion del neurotransmisor acetilcolina, deficiente en la EA, como se menciond previamente. Por
su parte, la memantina, bloquea la hiperactividad de los receptores NMDA observada en los pacientes,
sin bloquear su actividad normal, evitando asi la excitotoxicidad del glutamato (Nyakas et al., 2011).
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Sin embargo, como reguladores de los neurotransmisores, estos farmacos sélo pueden aliviar los
sintomas temporalmente y no pueden retrasar la progresion de la EA. Estos medicamentos suelen ser
bien tolerados por los pacientes y tienen efectos secundarios que se limitan principalmente a trastornos
gastrointestinales (nduseas, vémitos y diarrea). Estos efectos secundarios suelen reducirse iniciando el
tratamiento con dosis bajas, aumentandolas gradualmente (Blennow et al., 2006). Aunque su eficacia y
beneficios sobre la cognicién y el estado global estan establecidos, sus efectos sobre la cognicion y el
estado global de los pacientes sigue siendo moderado (Raina et al., 2008).

1.2 Modelos murinos de la enfermedad de Alzheimer

Se estan realizando grandes esfuerzos para desarrollar modelos animales de EA con el fin de
comprender mejor la fisiopatologia de la enfermedad, asi como para identificar modelos adecuados para
investigar posibles terapias. La mayoria son modelos de ratones transgénicos (197 modelos descriptos
actualmente, segun Alzforum.org), que con sus modificaciones genéticas permiten simular la patologia
amiloide y Tau, solas o combinadas.

1.2.1 Ratones transgénicos

Basandose en los hallazgos genéticos de que casi todas las mutaciones ligadas a EAf estan asociadas
a alteraciones de la produccidn/agregacion del péptido BA, los avances en la tecnologia de ingenieria
genética han permitido el desarrollo de ratones modelo que utilizan los genes app, ps1 o ps2. Para
combinarlo con la patologia Tau, existen variantes con modificaciones en el gen mapt. Muy
recientemente, se empezaron a producir variantes que involucran modificaciones en los genes de apoE'y
trem2. Si bien algunos ratones modelo han sido ampliamente utilizados en muchos estudios para aclarar
el proceso patoldgico de la EA, como todo modelo, presentan sus limitaciones. Principalmente, las
mutaciones relacionadas con la patologia amiloide representan sélo el 5% de las formas de EA. Ademas,
la mayoria de ellos no desarrollan pérdida neuronal ni atrofia cerebral y la progresiéon de placas u ONF,
estereotipada en humanos, no se reproduce en los modelos transgénicos (Duyckaerts et al., 2008). No
obstante, estos modelos de ratones transgénicos tienen la ventaja de desarrollar una o ambas patologias
(amiloide y Tau), lo que permite realizar estudios en un contexto especifico. También muestran la glia
reactiva, alteraciones sindpticas y déficits conductuales, principalmente de memoria y aprendizaje, que
pueden asemejarse a los observados en pacientes. Por lo tanto, cada modelo debe elegirse
especificamente en funcién de la cuestion estudiada.

1.2.2 El modelo de estreptozotocina intracerebroventricular en rata: modelo de enfermedad de

Alzheimer esporadica

En base a lo descripto en la secciéon 1.1.5.4 sobre la hipdtesis metabdlica, se ha desarrollado un
modelo farmacoldgico en rata para inducir disfuncién del sistema insulinico cerebral, basado en la
inyeccion intracerebroventricular (icv) de una droga diabetogénica llamada estreptozotocina (STZ). La STZ
(una glucosamina derivada de nitrosurea) es una droga toxica que causa alquilacién del ADN, de estructura
similar a la glucosa, lo cual facilita su acceso a las células a través del transportador de glucosa de tipo 2
(GLUT2) (Elsner et al., 2000). Al ser administrada por via intraperitoneal (ip), es usada para generar
modelos de diabetes, ya que presenta toxicidad selectiva para las células B pancreaticas debido a la
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elevada expresién de GLUT2, e induce DM insulino-dependiente (tipo I) o DM tipo Il en funcién de las
dosis inyectadas (Elsner et al., 2000; Szkudelski, 2001). Sin embargo, para generar un modelo de EA, la STZ
debe ser administrada en los ventriculos laterales en dosis mucho mas bajas (entre 1y 3 mg/kg), y si bien
no altera los niveles plasmaticos de glucosa ni induce DM (Agrawal et al., 2011; Lester-Coll et al., 2006;
Pathan et al., 2006), altera el metabolismo cerebral de la glucosa (Pathan et al., 2006) y el metabolismo
energético, disminuyendo los niveles de moléculas de alta energia como ATP, GTP y creatina fosfato
(Lannert & Hoyer, 1998). Con mas detalle, Duelli y colaboradores mostraron que seis semanas después de
la inyeccidon icv de STZ, hay una alteracidon severa en la utilizacidn de glucosa y disminucién del
metabolismo energético en 17 de 35 regiones cerebrales evaluadas, en particular, la corteza frontal,
parietal, sensomotora, auditiva y entorrinal, y los subcampos del hipocampo (Duelli et al., 1994). Ademas,
se demostré que la inyeccion icv de STZ reduce drasticamente la actividad de enzimas de la via glucolitica
en la corteza y en el hipocampo (Plaschke & Hoyer, 1993). La STZ también disminuye la expresién y la
densidad de los receptores de insulina (RI) en el cerebro, y descompensa la via de sefializacién de esta
hormona al alterar el balance de la fosforilacion de las proteinas intervinientes (Agrawal et al., 2011;
Grinblatt et al., 2007; Salkovic-Petrisic et al., 2006).

La inyeccidén icv de STZ es considerada por muchos autores como un modelo de la EAe (modelo STZ-
icv). Precisamente, el modelo se caracteriza por déficit de memoria (Agrawal et al., 2011; Bassani et al.,
2018; Grinblatt et al., 2007; Lannert & Hoyer, 1998; Shoham et al., 2003, 2007) aunque también se
observan alteraciones en otros patrones de comportamiento, como en la ansiedad (Veerendra Kumar &
Gupta, 2003; L. Zhu et al., 2019). A nivel celular, se observan los ya mencionados trastornos en la
utilizacion de la glucosa, aumento de la actividad y expresion de la acetilcolinesterasa (Agrawal et al.,
2010; Biswas et al., 2018; Deshmukh et al., 2016), estrés oxidativo (Agrawal et al., 2010; Ishrat et al., 2009;
Pathan et al., 2006; Veerendra Kumar & Gupta, 2003) y neurodegeneracién (Biswas et al., 2018; Kraska et
al.,, 2012; Lester-Coll et al., 2006; Shoham et al., 2003). Estas alteraciones ocurren algunas semanas
después de la inyeccién y perduran por periodos indeterminados. Ademds, el modelo presenta un
aumento de la fosforilacion de la proteina Tau en diversas regiones en el cerebro de rata (Biswas et al.,
2018; Grinblatt et al., 2007; L. Zhu et al., 2019), aumento de la expresion del péptido BA (Biswas et al.,
2018; Lester-Coll et al., 2006; Salkovic-Petrisic et al., 2011; T. de O. Santos et al., 2012) e incluso se ha
descripto la formacion de placas seniles en el hipocampo y la corteza (Afshar et al., 2018; Knezovic et al.,
2015; Paidi et al., 2015). Las células gliales también se encuentran reactivas en el modelo de la STZ-icv
(Bassani et al., 2018; Shoham et al., 2003; L. Zhu et al., 2019).

1.3 Diferencias sexuales en neurociencia

Las diferencias sexuales, ademas de verse reflejadas en comportamientos reproductivos distintos,
influyen significativamente en la anatomia y bioquimica del cerebro y generan diversos procesos
psicoldgicos y cognitivos. Por ejemplo, amplias zonas del manto cortical son significativamente mds
gruesas en las mujeres que en los hombres (Luders et al., 2006) y las proporciones de materia gris y blanca
también difieren significativamente entre sexos en diversas regiones de la corteza (Allen et al., 2003). La
arquitectura estructural del cerebro humano también difiere segun el sexo, ya que se ha demostrado que
los cerebros masculinos estan estructurados para facilitar la conectividad dentro de los Iébulos y dentro
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de los hemisferios, mientras que los cerebros femeninos tienen una mayor conectividad interhemisférica
(Ingalhalikar et al., 2014). Estas diferencias de conectividad podrian explicar en parte, las diferencias
sexuales respecto a ciertas caracteristicas, con las mujeres superando a los hombres en pruebas de
atencién, memoria de palabras y rostros, y cognicion social, y los hombres obteniendo mejores resultados
en procesamiento espacial y velocidad motora y sensoriomotora (Gur et al.,, 2012; Ingalhalikar et al.,
2014).

Actualmente se concibe que las diferencias sexuales en la estructura cerebral no son Unicamente
consecuencia del sexo genético (XX versus XY) y la diferenciacion de las gdnadas, sino que son el resultado
de una interaccién de factores biolégicos y ambientales. Entre estos factores estdn ademas de los
cromosomas sexuales, las sefiales que actuan directamente sobre las células cerebrales para provocar la
diferenciacion sexual (productos gonadales y no gonadales derivados de los genes de los cromosomas
sexuales), los diferentes programas de respuesta a estas sefales en distintas regiones cerebrales, y efectos
ambientales y culturales que modulan el epigenoma de las células (McCarthy & Arnold, 2011)

1.3.1 Diferencias sexuales en trastornos neuroldgicos y neurodegenerativos

Las implicaciones de la influencia del sexo en la comprensién y el tratamiento de las enfermedades
son considerables. Muchos trastornos relacionados con el SNC muestran diferencias de sexo en su
incidencia y/o naturaleza, por lo tanto, el estudio de las diferencias sexuales del cerebro humano sano y
en modelos animales de enfermedades neurodegenerativas es importante ya que nos puede ayudar a
comprender mejor la diferencias en susceptibilidad, progresidn, gravedad de los sintomas y patologia de
los trastornos neuroldgicos (Cahill, 2006; Cosgrove et al., 2007).

Por ejemplo, la enfermedad de Parkinson es mas comun en los hombres que en las mujeres (Wooten
et al., 2004), y también lo es el trastorno del espectro autista (Baio et al., 2018; Werling & Geschwind,
2013). Las mujeres, en cambio, tienen mas probabilidades que los hombres de desarrollar depresion y
ansiedad (Gater et al., 1998; Weissman et al., 1996), y cada vez mas estudios muestran que la EA afecta
desproporcionadamente a las mujeres (L. L. Barnes et al., 2005; Beam et al., 2018; S. Gao et al., 1998;
Gaugler et al., 2023). Aproximadamente dos tercios de los pacientes con EAe son mujeres, aunque los
mecanismos bioldgicos que subyacen a la mayor incidencia siguen siendo en gran medida desconocidos.
No solo es importante resaltar la diferencia en la incidencia de la enfermedad segun el sexo, sino que las
investigaciones muestran que existen diferencias en la patologia. Por ejemplo, la patologia Tau difiere
entre hombres y mujeres en ciertas regiones del cerebro, con un porcentaje de hombres
significativamente mayor que el de las mujeres afectados en su hipotdlamo, y al contrario sucede en el
nucleo basal de Meynert, mostrandose mas afectadas las mujeres (Swaab et al., 2001). Por otro lado, la
presencia de un Unico alelo apoE*€4 se ha relacionado con una atrofia del hipocampo y una alteracién de
la memoria significativamente mayor en las mujeres que en los hombres (Fleisher et al., 2005).

1.3.2 Rol de las hormonas ovaricas en el cerebro

La mayor prevalencia de EA en mujeres aun no es del todo comprendida, aunque algunas
investigaciones sugieren que la baja de hormonas ovaricas debido a la menopausia podria tener un rol
importante en la patogénesis. Efectivamente, los esteroides ovaricos presentan funciones
neuroprotectoras y neuromoduladoras (Azcoitia et al., 2019; Singh & Su, 2013; Wharton et al., 2009) y
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tienen receptores distribuidos en el cerebro comprendiendo el hipocampo (Brinton et al., 2008; Wharton
et al., 2009), una zona notoriamente afectada en la EA (Jack et al., 2011). Durante la menopausia, estos
niveles hormonales disminuyen y, por tanto, cae su influencia en el cerebro, lo que podria derivar en una
mayor vulnerabilidad a desarrollar EA, aunque actualmente la relacidn entre demencia y disminucion de
esteroides ovaricos sigue siendo controversial (Brinton et al., 2015; Jett et al., 2022; Pike, 2017). Por
ejemplo, el riesgo de demencia aumenta significativamente con la menopausia inducida quirdrgicamente,
pero solo si esta induccién se realiza antes de la menopausia natural (Bove et al., 2014; Phung et al., 2010;
Rocca et al., 2007).

La comprensién de la importancia de los receptores de estréogenos en regiones cerebrales distintas
del hipotdlamo (importante para la regulacion del comportamiento reproductivo y la funcién
neuroenddcrina), fue estimulada por el descubrimiento de la formacidn de espinas dendriticas inducidas
por estrégenos en el hipocampo, lo cual fue demostrado por estudios en los distintos estadios del ciclo
estral de los roedores (Gould et al., 1990; Woolley et al., 1990). Estudios posteriores revelaron que los
estrégenos se encuentran involucrados no solo en el nimero y la morfologia dendritica sino también en
la regulacion de la neurotransmision excitatoria (Kramar et al., 2009; F. Liu et al., 2008) e inhibitoria
(Mukherjee et al., 2017). La regulacion de las sinapsis tiene implicancias en la memoria y el aprendizaje
(2. Hu et al., 20164a; F. Liu et al., 2008; Luine et al., 2003).

Los estrégenos también son capaces de modular las respuestas inflamatorias mediadas por células
gliales. Por ejemplo, se ha demostrado que disminuyen la reactividad de la microglia y los astrocitos en la
proximidad de lesiones cerebrales en ratas (Barreto et al., 2007, 2009; Lépez Rodriguez et al., 2011; K. M.
Webster et al., 2015). Ademas, limitan el dafio oxidativo (Razmara et al., 2007) e inducen cambios
mitocondriales mejorando su eficiencia funcional (Nilsen et al., 2007). De hecho, la desregulacién de
estrégenos durante la perimenopausia afecta a la bioenergética cerebral, disminuyendo el metabolismo
de la glucosa, la funcién mitocondrial y la generacion de ATP (Rettberg et al., 2014). Estos eventos resultan
en una transmisién sinaptica alterada (Brinton et al., 2015; Mosconi et al., 2017) y podrian aumentar la
susceptibilidad a la EAe en mujeres posmenopdusicas (Jett et al., 2022).

A pesar de las pruebas que demuestran los efectos beneficiosos de los estrégenos y progesterona en
el cerebro, la terapia hormonal en mujeres ha dado lugar a resultados confusos y controvertidos, lo cual
puede deberse a las multiples funciones que tienen estos esteroides, y también a cuestiones de disefio
experimental, como la formulacién de las terapias administradas, la via de administracion, los afios
transcurridos desde la menopausia hasta iniciar la terapia y el estado de salud del cerebro (Hogervorst,
2013; Maki & Henderson, 2012; Morrison et al., 2006).

1.3.3 Estudio de diferencias sexuales en investigaciones preclinicas

Los modelos animales son fundamentales para dilucidar los procesos relacionados con la demencia.
Los roedores macho han sido el organismo modelo por defecto en la investigacion neurocientifica
(Shansky & Murphy, 2021), constituyendo un problema global a lo largo de los estudios en neurociencias.
Incluso para el modelo de STZ-icv, solo unos pocos trabajos recientes han estudiado el efecto de la STZ en
el cerebro de la hembra (Biasibetti et al., 2017; Misra et al., 2011). Durante muchos afios, la exclusién de
las hembras se debid al concepto de que las influencias del sexo son pequefias y poco fiables (concepto
hoy en dia cada vez mas descartado por muchos neurocientificos), y a la dificultad de encontrar un disefio
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experimental adecuado (dificultad aun existente), generada por preguntas como: ¢ Comparamos roedores
machos y hembras intactas con fluctuaciones del ciclo estral? éDeberian ambos sexos gonadectomizarse
y realizar reemplazo hormonal? ¢Hasta qué punto sera costoso incluir ambos sexos con grupos multiples?

Aunque durante los Ultimos afios la comunidad cientifica ha empezado a avanzar hacia una
investigacion orientada a las diferencias sexuales, aun queda mucho por hacer. Los estudios preclinicos
gue incluyan animales de sexo femenino son el primer paso para una comprension profunda de los
mecanismos patogenéticos de las enfermedades, y a su vez un paso necesario para el desarrollo de
estrategias terapéuticas nuevas o mds adecuadas.

1.4 Potencial terapéutico de factores neuroprotectores y antiinflamatorios

1.4.1 IGF1 como molécula neuroprotectora
1.4.1.1 Bioquimica del IGF1

El IGF1 pertenece a una pequefia familia de polipéptidos secretados, de cadena simple, que
desempefian importantes funciones en el crecimiento, el desarrollo y el metabolismo. Esta familia incluye
lainsulina, el IGF1 y el IGF2, en conjunto llamados péptidos insulino similes (ILP), que muestran una gran
homologia en la secuencia de aminodcidos y comparten una estructura terciaria similar (Fernandez &
Torres-Aleman, 2012). En esta introduccién se hara foco en el IGF1 con algunas menciones a la insulina.

Los ILP tienen la capacidad de unirse a los receptores de los otros péptidos de la familia, y su
activacion recluta las mismas cascadas intracelulares especificas, que consisten en cascadas de quinasas-
fosfatasas generando respuestas rapidas en la célula, y por otro lado actuando sobre factores de
transcripcién que generan cambios en la expresidn génica. En general, la insulina y los IGFs tienen una
accion periférica en la cual regulan el metabolismo energético y el remodelado de tejidos. No obstante,
en los ultimos afios se han descubierto otras funciones de estos péptidos en el cerebro, como se describid
en la seccion 1.1.5.4 para la insulina y como se detalla en la préxima seccién para el IGF1.

Mientras que la insulina se sintetiza en el pancreas, el IGF1 se sintetiza en gran abundancia en el
higado en respuesta a la hormona de crecimiento. Histéricamente, la importancia clinica del IGF1 se ha
relacionado con su deficiencia, cuya forma clasica es conocida como Sindrome de Laron, un tipo de
enanismo (Laron, 2004). Por otra parte, debido a su actividad mitogénica, la sobresecrecién de IGF1 tiene
un rol patogénico en ciertos tipos de cancer (Moschos & Mantzoros, 2002).

El receptor de IGF1 (IGF1R) y el IR pueden formar hibridos funcionales que tienen afinidades similares
por IGF1 e insulina, lo que es indicativo de cooperacidn entre estos dos polipéptidos (Pandini et al., 2002).
Estos receptores son heterotetrameros compuestos de 2 subunidades a extracelulares y 2 subunidades
transmembrana. Ambas subunidades a poseen sitios al ligando y estdn conectadas por puentes disulfuro,
mientras que las cadenas B poseen un dominio extracelular pequefio, un dominio transmembrana y un
dominio intracelular, este uUltimo con actividad de tirosina quinasa, responsable de la transduccion de
sefiales corriente abajo. Tal como sucede con el IR, el IGF1R también sufre autofosforilacién inducida por
ligando (Fig. 8) (Kato et al., 1994). Tras la activacion del receptor se asocian proteinas adaptadoras del
sustrato del receptor de insulina (IRS). Estas proteinas IRS son fosforiladas también en sus residuos tirosina
y reclutan proteinas sefializadoras con dominio SH2 adicionales para transducir las acciones de la insulina
o el IGF1. De esta forma, se activan dos cascadas diferentes, la inducida por la union de la fosfatidilinositol
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3 quinasa (PI3K), y la via de las MAPK inducida por la proteina 2 ligada al receptor del factor de crecimiento
(GRB2) (Bondy & Cheng, 2004; Fernandez & Torres-Aleman, 2012).

Como se observa en la figura 8, en la via de la PI3K, esta enzima activada fosforila a un lipido de
membrana, el fosfofatidil inosito bifosfato (PIP2) a trifosfato (PIP3), reclutando y activando a Akt. La forma
activa y fosforilada de esta quinasa (en Ser473y Thr308), actua en la célula fosforilando otras proteinas
diana, como la quinasa diana de rapamicina en células de mamifero (mTOR), a la familia de factores de
transcripcién Forkhead (FOXO), GSK3, y muchas otras mas.

La activacidn de la quinasa mTOR es muy importante para toda la via ya que esta proteina fosforila a
Akt potenciando su actividad. La accion de mTOR esta estrechamente relacionada con la regulacion de la
autofagia. La sefalizacién PI3K/Akt/mTOR atenla la autofagia resultando en efectos positivos que
mostraron ser protectores para neuronas (Wei et al., 2021) y células derivadas del corazén (H. Liu et al.,
2019). En cuanto a la familia FOXO, estos tienen un papel funcional en procesos como la regulacién del
ciclo celular, muerte celular, metabolismo, proteccidn contra el estrés por oxidacion y supervivencia. La
fosforilacién de FOXO por Akt produce el secuestro citoplasmatico de este factor y, por tanto, represion
de su actividad transcripcional a nivel del nucleo celular, promoviendo la supervivencia celular de linajes
neuronales (Brunet et al., 1999; Santo et al., 2013). Por otra parte, cabe destacar que la fosforilacién en
Ser9 de GSK3B por Akt, resulta en la inhibicidon de esta enzima, y por lo tanto en la disminucién de la
fosforilacién de Tau (Sperber et al., 1995; H. Zhu et al., 2018).

La activacidn de esta via también frena la apoptosis celular. Esto se observé en cultivo primario de
neuronas hipocampales de ratdon (wild type y p53 deficientes), en las cuales la activaciéon de Akt mediada
por tratamiento con IGF1, inhibié la actividad transcripcional de p53, una proteina supresora de tumores
gue media la muerte celular. De esta forma, el tratamiento con IGF1 confirié proteccién frente a la muerte
celular inducida por hipoxia u 6xido nitrico, redujo en la fragmentacién del ADN, e inhibid la activacién de
la caspasa-3 en neuronas wild type, mientras que no se observaron cambios en los pardmetros de
apoptosis en las neuronas p53 deficientes (Yamaguchi et al.,, 2001). Globalmente, la via de la PI3K
contribuye a la supervivencia y crecimiento celular.

Por otro lado, en la via de las MAPK participa una proteina G monomérica llamadas Ras, que al
activarse por intercambio de GDP por GTP, promueve una cascada de fosforilaciones de las enzimas de la
familia MAPK, las quinasas Raf-1, MEK y ERK. La via de las MAPK genera cambios transcripcionales en la
célula, ya que ERK es capaz de ingresar a la célula y fosforilar diversos factores de transcripcion, entre
ellos CREB, Elk1 y c-Myc. La regulacion de la proliferacion celular es la funcidon mejor estudiada de ERK1 y
ERK2, ya que estas enzimas se activan en respuesta a factores de crecimiento y promotores tumorales
asociados con la proliferacion celular (Mebratu & Tesfaigzi, 2009).

1.4.1.2 Efectos neurotroficos y neuroprotectores del IGF1

Como se menciond previamente, los ILP pueden atravesar la BHE y los plexos coroideos,
probablemente por unidén a su receptor y posterior transcitosis, (Banks, 2004; Carro et al., 2005; Pan &
Kastin, 2000), pero también se sintetizan localmente en el cerebro. Segin se observé en roedores y
humanos, durante el desarrollo embrionario y la etapa perinatal, el IGF1 se expresa fuertemente en
diversas areasy linajes del cerebro (Aguado et al., 1994; Ayer-Le Lievre et al., 1991; M. A. Bach et al., 1991;
Han et al., 1988; Sandberg et al., 1988), aunque su sintesis se reduce drasticamente en el cerebro adulto
(M. A. Bach et al., 1991; Sandberg et al., 1988). De forma similar, la produccion del IGF1 sérico es alta
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durante la nifiez, llegando a su pico durante la pubertad, un periodo que coincide con la rapida
proliferacidn celulary el crecimiento lineal (Yamamoto et al., 1991). Hacia la tercera década, la produccion
de IGF1 disminuye bruscamente y luego sigue disminuyendo de forma constante con el envejecimiento.

>, IGF1R-IR
" hibrido

odee n

I'4
APOPTOSIS ERK.®
Tau \P
. _/Z__ PROLIFERACION CELULAR
OO o
7’ 2 o

’ G &
Sintesis de proteinas I A
1
l  \ DDA
T N //

CRECIMIENTO Sao Ll

SUPERVIVENCIA CELULAR S -

Figura 8: Via de sefalizacion del IGF1 y la insulina. Tras la activacidon del receptor tipo tirosin quinasa, se produce su
autofosforilacién y reclutamiento de proteinas adapatadoras como IRS, GRB2 y SOS, lo cual conduce a la activacidn de dos vias
en la célula, la via de PI3K (turquesa) y la via de las MAPK (celeste). La primera conduce a respuestas que promueven
principalmente el crecimiento y la supervivencia celular, y la segunda a la proliferacion celular. Imagen adaptada de (Griffeth et
al., 2014).

El IGF1 tiene roles importantes para el desarrollo del SNC, ya que modula el crecimiento y la
proliferacién celular, impactando en el tamafio del cerebro. Es asi como la falta de los ILP por mutaciones
da lugar a cerebros pequerios (Baker et al., 1993; Netchine et al., 2011). Ademas, el IGF1 es un potente
promotor de la proliferacidon de células precursoras neurales y promueve los pasos posteriores de la
diferenciacidon de neuronas y oligodendrocitos (Barres et al., 1992; Cui et al., 2005; Huat et al., 2014;
Torres-Aleman et al., 1994). El IGF1 es una sefial prototipica de supervivencia para las neuronas en
desarrollo y contribuye a todos los pasos posteriores de la maduracidn neuronal, incluida la formacion de
neuritas, la axogénesis y la guia de axones, el establecimiento de sinapsis y la formacidn de circuitos
(Okano et al., 2011; Ozdinler & Macklis, 2006).

Con respecto a los efectos mediados por el IGF1 en el cerebro adulto, si bien sus niveles de expresién
disminuyen durante la adultez, se ha observado que en situaciones patoldgicas y de injuria, hay una
sobreexpresion del IGF1 y de sus proteinas transportadoras, lo cual sugiere un rol importante de este
polipéptido en la reparacion del dafio celular. Por ejemplo, su expresion se induce intensamente en el SNC
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después de dafo axonal (Guthrie et al., 1995), isquemia cerebral (W. H. Lee et al., 1996), injuria cortical
(Walter et al., 1997), y lesiones en la médula espinal (Yao et al., 1995).

La infusidn directa de IGF1 se ha usado para recuperar y rescatar la funcion motora en distintos
modelos animales. Por ejemplo, en un modelo de ataxia cerebelar en rata inducida por 3-acetilpiridina, la
administracién subcutdnea o icv de IGF1 restaurd la coordinacién motora y rescaté parcialmente a las
neuronas de la oliva inferior del efecto toxico de esta sustancia (Fernandez et al., 1998). En otro estudio,
células progenitoras neurales humanas que sobreexpresaban IGF1 fueron trasplantadas en ratas, 7 dias
antes de someterlas a inyeccion nigral de 6-hydroxydopamina, para generar un modelo de enfermedad
de Parkinson; el tratamiento redujo la asimetria rotacional y la pérdida de neuronas dopaminérgicas,
efectos que no fueron evidenciados con el implante de células que no sobreexpresaban IGF1 (Ebert et al.,
2008). Por otra parte, otro trabajo demostré que la inyeccidén subcutanea de IGF1 aumenté la sobrevida,
la fuerza muscular y la coordinacidn motora en ratones mutantes para pmn, un modelo con degeneracién
de las neuronas motoras (Jablonka et al., 2011).

Por otro lado, relacionado a la EA, se ha informado que la incubacién de IGF1 es capaz de rescatar
neuronas hipocampales de cultivo primario de rata, preexpuestas al péptido BA durante 4-5 dias (Doré et
al., 1997), y que reduce su carga en ratones transgénicos que sobreexpresan una forma mutante de la
APP (modelo Tg2576) (Carro et al., 2002). Este efecto se observé luego de tratar durante un mes a los
animales con IGF1 y constatar que este polipéptido favorece la eliminacidn del péptido BA mediante la
mejora de proteinas que lo transportan, como la albimina. Posteriormente, el mismo grupo de
investigacion demostrd que si se bloquean los IGF1R en los plexos coroideos de ratas Wistar, se produce
acumulacién del péptido BA en la corteza de los animales, y deterioro del aprendizaje (Carro et al., 2006).

El IGF1 también regula la neurogénesis adulta. En este sentido, se demostré que la infusidn periférica
de IGF1 en ratas, aumenta las células BrdU-positivas aproximadamente un 80% y 50% en la capa celular
granular y zona subgranular (SGZ) del hipocampo, tras 6 y 20 dias de administracion, respectivamente
(Aberg et al., 2000). El aumento de IGF1 circulante inducido por el ejercicio provoca efectos similares
sobre la neurogénesis hipocampal (Trejo et al., 2001), y cada vez hay mas pruebas de que la formacién de

nuevas neuronas en el hipocampo adulto esta implicada en el aprendizaje y la memoria (Deng et al., 2010).

1.4.2 Factor timico sérico o timulina
1.4.2.1 Bioquimica de la timulina

El timo es una pequefia glandula inmune y enddcrina, principal lugar de ontogenia y seleccién de
células T durante el desarrollo fetal, y produce numerosas hormonas y factores que promueven la
maduracién de las células T o modulan sus funciones (Hadden, 1992). Uno de estos factores es la timulina,
un nonapéptido (pyroGlu-Ala-Lys-Ser-GIn-Gly-Gly-Ser-Asn-OH) (Pleau et al., 1977) de 847 daltons de peso
molecular que fue en primer lugar denominado factor timico sérico (FTS), por ser encontrada en el suero
normal y en extractos timicos (J. F. Bach et al., 1977; Dardenne & Bach, 1973). La ausencia del FTS en el
suero de ratones timectomizados y de ratones congénitamente atimicos (nude) y su presencia tras el
trasplante de timo, demostré su exclusivo origen timico (Dardenne & Bach, 1973). En efecto, mediante
diferentes técnicas de inmunofluorescencia, inmunocitoquimica e inmunoelectromicroscopia, utilizando
anticuerpos anti-FTS pudo confirmarse la localizaciéon de este factor en el citoplasma de las células
epiteliales timicas (CET) (Auger et al., 1984; Schmitt et al., 1980). Posteriormente se confirmé que la
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timulina se coordina al ion Zn*? en una relacién equimolecular (Gastinel et al., 1984), el cual le confiere su
actividad biolégica caracteristica, que es evaluada por un bioensayo desarrollado por Dardenne y Bach,
que utiliza la formacidn de rosetas a partir de glébulos rojos de oveja (Dardenne y Bach 1975).

En el humano, los niveles mas elevados de timulina sérica se han detectado desde el periodo neonatal
hasta la adolescencia, momento en el que comienzan a declinar alcanzando valores muy bajos a mediados
de la tercera década; a partir de este momento, permanecen constantes durante el envejecimiento (se
dosd hasta los 80 afios) (Consolini et al., 2000). Esto se corresponde con la involucién que sufre el timo
desde muy temprana edad (Lynch et al., 2009).

1.4.2.2 Potencial terapéutico de la timulina

La timulina ejerce distintas acciones sobre el sistema inmune. Se ha demostrado que tiene efectos
antiinflamatorios y antifibréticos en varios modelos de enfermedad, modulando la proliferacién y
diferenciacidon de células (Tabla 1 de Savino & Dardenne, 2000). Diversos estudios muestran que la
timulina es capaz de modular procesos inflamatorios a nivel periférico y central.

Por ejemplo, el tratamiento con timulina promovié una inhibiciéon de la sintesis local de varias
citoquinas y quimiocinas proinflamatorias en modelos de enfermedades caracterizados por presentar una
respuesta inflamatoria. La administracidn intraperitoneal de timulina redujo la respuesta inflamatoria
celular y los cambios fibréticos en un modelo experimental de fibrosis pulmonar (Yara et al., 2001). Por
otra parte, en un modelo de leishmaniasis cutdnea en ratén que produce hiperalgesia y aumento de los
niveles de interleuquina IL1B y factor de crecimiento nervioso, la inyeccidn de timulina mejord el umbral
nociceptivo y disminuyé los niveles de estos factores (Kanaan et al., 2002). En dos modelos de hiperalgesia
e inflamacidn generados con inyeccidn de LPS intraplantar o intraperitoneal (IP) en rata, el pretratamiento
con timulina fue capaz de reducir la hiperalgesia, bajar la fiebre y los niveles de IL1B, TNFa e IL-6 (Safieh-
Garabedian et al., 2002). Recientemente, la terapia con timulina unida a nanoparticulas con el fin de
aumentar su vida media, suprimid la respuesta proinflamatoria en un modelo de inflamacidn crénica en
ratones tratados con LPS (Novoselova et al., 2018).

Ademas, la timulina ha demostrado ejercer una accién antiinflamatoria sobre el SNC y, de esta
manera, se le otorga un rol potencialmente neuroprotector. Precisamente, en un modelo de inflamacién
cerebral por inyeccién icv de LPS, el pretratamiento icv con timulina o con un péptido sintético analogo a
la timulina, redujo la hiperalgesia y normalizé y redujo los niveles elevados de expresion de distintos
mediadores proinflamatorios en diferentes areas del cerebro (Safieh-Garabedian et al., 2003, 2011).

Aln no se conoce el mecanismo preciso mediante el cual la timulina ejerce su proteccién en los
tejidos dafiados y en las alteraciones mencionadas. Se ha demostrado que la timulina potencia la funcién
del subtipo humano del receptor nicotinico de acetilcolina a7 (nAChR-a7), expresado en oocitos de
Xenopus (Safieh-Garabedian et al., 2013), lo que sugiere que podria estar mediando sus acciones
antiinflamatorias, al menos en parte, a través de este receptor. Se ha demostrado que el nAChR-a7
desempeiia un papel importante en el control de la inflamacién, a través de la “via colinérgica
antiinflamatoria”, un mecanismo compuesto por el nervio vago y su principal neurotransmisor, la
acetilcolina (Rosas-Ballina & Tracey, 2009; H. Wang et al., 2002).
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1.5 Transferencia de genes terapéuticos

1.5.1 Generalidades

La transferencia de genes se refiere al uso de acidos nucleicos para cambiar la expresion génica,
incrementando, disminuyendo o suprimiendo la expresion de una proteina de interés. La aplicacién mas
ambiciosa de la transferencia de genes es la terapia clinica, en la cual el tratamiento de enfermedades,
hereditarias o adquiridas, se realiza mediante la transferencia ex vivo o in vivo de acidos nucleicos que
alteran la expresién de proteinas especificas, esperando resultar en un beneficio terapéutico (Dube &
Cournoyer, 1995). Se puede transferir una diversidad de &acidos nucléicos, los que incluyen genes,
oligonucledtidos, ribozimas, ADNzimas, aptameros y ARN de interferencia (Patil et al., 2005).

El primer ensayo de terapia génica en humanos se realizd en 1990, para tratar en niflos una de las
formas de inmunodeficiencia combinada severa (SCID) ocasionada por un defecto genético en el gen que
codifica a la adenina deaminasa (ADA), la cual es imprescindible para la diferenciacion de las células madre
en células maduras del sistema inmune, tal como los linfocitos T y B. La manipulacion se realizé ex vivo:
se extrajeron células de la medula ésea del paciente, se las infecté in vitro con retrovirus portadores del
gen normal de la ADA y luego se lo transfirid al paciente. Cuatro afios después los nifios tratados llevaban
acabo unavida normal (Blaese et al., 1995). En 2016, la terapia génica para esta enfermedad fue aprobada
por la Comisién Europea quien concedié los permisos para la comercializacién de StrimvelisTM, que
consiste en una Unica infusion de células madre hematopoyécticas (autdlogas) corregidas genéticamente
(Aiuti et al., 2017). Esta fue la primera terapia génica ex vivo aprobada en Europa. Desde la década de los
90 se han llevado a cabo cientos de ensayos clinicos de terapia génica, teniendo como resultado, en China
en 2003, la primera aprobacion de un producto llamado Gendicina, para el tratamiento del carcinoma de
células escamosas de la cabeza y el cuello (W. W. Zhang et al., 2018). En 2017 la Administracién de
Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos aprobd por primera vez dos productos de terapia génica,
Kymriah y Yescarta, para ciertas forma de linfoma (Seimetz et al., 2019). Una lista de los productos de
terapia génica aprobados es detallada en Arabi et al., 2022. Actualmente se encuentran activos (sin
recrutar) 132 ensayos clinicos con terapia génica (https://clinicaltrials.gov/).

Recientemente una nueva faceta de la terapia génica emergio, que consiste en la edicién genémica
con nucleasas programables guiadas hacia el gen de interés, que producen roturas de doble cadena del
ADN. Este daiio en el ADN puede repararse mediante reparacion dirigida por homologia, o mediante la
unién errénea de extremos no homologos, dando lugar a modificaciones genéticas especificas, incluyendo
la interrupcidn, insercion, correccion y reordenacién cromosémica de genes. Para que la edicién del
genoma sea eficaz, es necesario primero realizar la transferencia de la maquinaria de edicidn en las células
diana. Las nucleasas programables se introducen en células cultivadas, embriones u organismos enteros
en diversas formas, como ADN plasmidico, ARNm transcrito in vitro, vectores virales o proteinas
purificadas (H. Kim & Kim, 2014).

1.5.2 Meétodos de transferencia génica

En general, la captacidn celular de moléculas de ADN desnudo y polinucleétidos en general,
independientemente de sus tamanos, sigue siendo un proceso ineficiente. Ademads, estas moléculas son
inestables in vivo, por ser rapidamente degradadas por exo- y endonucleasas hidroliticas (Patil et al.,
2005). Consecuentemente, se han desarrollado numerosas estrategias de transferencia de
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polinucleétidos, tanto in vitro como in vivo, para facilitar la insercién de estas moléculas en las células
blanco y para protegerlas de la degradacion celular. El tipo de molécula terapéutica y el propdsito clinico
gue se persigue determinan la eleccion de la estrategia a utilizar.

Un método 6ptimo de transferencia génica para fines terapéuticos debe lograr proteger al transgén
de la degradacién por las nucleasas en la matriz intercelular, transportarlo a través de la membrana
plasmadtica e introducirlo al nicleo de las células blanco. Adicionalmente, debe tener un alto grado de
especificidad, una elevada eficiencia de transferencia, una expresién duradera y no debe generar efectos
colaterales (X. Gao et al., 2007).

Los métodos de transferencia de acidos nucleicos pueden ser clasificados en fisicos y en vectoriales,
gue a su vez pueden ser vectores virales o no virales. Los métodos fisicos, como la inyeccidn con aguja, la
electroporacién, bombardeo de particulas, ultrasonido y la administracidon hidrodinamica, emplean una
fuerza fisica que penetra en la membrana celular y facilita la transferencia intracelular de genes. Sin
embargo, estos métodos siguen siendo mucho menos eficaces que los vectores virales, especialmente
para la administracidn de genes in vivo, y son extremadamente dificiles de estandarizar en un entorno
clinico; ademas se consideran laboriosos, poco précticos e invasivos (X. Gao et al., 2007; Patil et al., 2005).

La mayoria de los vectores no-virales incluyen el uso de polimeros y lipidos para transferir el material
génico al interior celular. Durante este proceso, protegen al ADN de la degradacidon enzimatica
extracelular e intracelular y de los componentes de la sangre, aunque pierden una cantidad significativa
de ADN que finalmente resulta en la disminucion de la expresion terapéutica del transgén (Basarkar &
Singh, 2007). Estos vectores, conteniendo el ADN, son captados por las células y una vez en las vesiculas
intracelulares, una pequefia porcidon de ADN es liberada al citoplasma, migra hacia el nucleo y entra en él
(Basarkar & Singh, 2007; X. Gao et al., 2007). Los vectores no-virales poseen una escasa o nula
inmunogenicidad; son faciles de preparar y manipular, especialmente a nivel industrial; pueden
transportar mayor cantidad de material génico y, aunque no estdn exentos de riesgo, son mds seguros
gue los vectores virales. Sin embargo, este tipo de vectores posee una significativa desventaja: su
efectividad es muy inferior a la de los vectores virales, especialmente in vivo (Basarkar & Singh, 2007; X.
Gao et al., 2007).

Los virus estan altamente especializados en la transferencia de acidos nucleicos, por lo tanto, la
realizan con alta eficiencia. Los vectores virales son esencialmente virus a los que se ha despojado de los
genes necesarios para la replicacion, conservando al mismo tiempo su capacidad para transducir células.
El gen de interés se incorpora entonces al genoma viral. Sin embargo, también poseen desventajas, tales
como la respuesta inmune que desencadenan, la limitacion en el tamafio del transgén que pueden
transportar, lo dificultoso de su produccion a escala industrial y la potencial mutagénesis insercional que
pueden producir (Basarkar & Singh, 2007; X. Gao et al., 2007; Patil et al., 2005).

Los vectores virales mas utilizados son los basados en adenovirus, virus adenoasociados y retrovirus,
con un uso en terapia génica aproximadamente del 50, 28 y 22% respectivamente (Bulcha et al., 2021). El
futuro de los vectores virales es prometedor y tiene potencial para hacer frente a muchas enfermedades
genéticas humanas. Sin embargo, debido a eventos adversos ocurridos en ensayos clinicos, existe un
interés creciente en el perfeccionamiento y aumento de la efectividad de vectores no-virales.
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1.5.2.1 Vectores adenovirales

Los adenovirus (Ad) pertenecen a la familia Adenoviridae, siendo los que infectan a mamiferos del
género Mastadenovirus. Las particulas adenovirales consisten en una cdpside icosaédrica sin envoltura, la
cual encapsula el ADN genémico de doble cadena de 30 a 38 kbp de tamafio (Fig. 9A). Los Ad pueden
infectar células de diversos tejidos, sobre todo infecciones de las vias respiratorias superiores, pero
también puede infectar otros érganos como el cerebro y la vejiga. El genoma Ad esta flanqueado por
repeticiones terminales invertidas (ITR) en forma de horquilla que varian en longitud (aproximadamente
100 pb). Las ITR son estructuras esenciales para la replicacién del ADN viral. Una sefial de
empaquetamiento situada en el brazo izquierdo del genoma es necesaria para el empaquetamiento del
genoma virico (Fig. 9B) (Schaffer et al., 2008).

La infeccién viral se inicia con el reconocimiento e interaccién especifica entre proteinas de la capside
viral y receptores celulares de superficie de alta afinidad para adenovirus y virus coxsackie B, denominados
CAR (Tomko et al., 1997). Subsecuentemente, el virus es endocitado y entra a la via endosomal. Luego, la
acidificacion endosomal produce un cambio conformacional en la cdpside con liberacién de proteinas
estructurales, que desencadena la endoosmdlisis y la liberacién del viridn al citoplasma. En el citoplasma,
el virién con su capside parcialmente desensamblada viaja utilizando el citoesqueleto hasta la membrana
nuclear. Posteriormente, el ADN virico entra en el nucleo a través del complejo de poros de la envoltura
nuclear (Wiethoff & Nemerow, 2015).

En el nucleo el genoma viral permanece en un estado no integrado o episomico y comienzan los
procesos de transcripcion de los genes virales y de replicacién del genoma viral. La transcripcién de los
genes de los adenovirus ocurre en dos etapas consecutivas: una fase temprana, durante la cual se
expresan los genes tempranos, denominados E (del inglés, early), y una fase tardia, durante la cual se
expresan los genes tardios, denominados L (del inglés, late). Los genes E, que comprenden los E1A, E1B,
E2A, E2B, E3 y E4, son aquellos que se expresan antes de la replicacion del ADN y en su mayoria codifican
para proteinas involucradas en la transcripciéon de los genes virales, la replicacién de ADN viral, la
supresion de la respuesta inmune vy la inhibicidén de la apoptosis de la célula huésped. Los genes L, que
comprenden los L1 a L5, se expresan después de la replicacion del ADN y codifican para las proteinas
necesarias para el ensamblaje del virus, la liberacién y la lisis de la célula huésped (Fig. 9B) (Gingeras et
al., 1982).

Los vectores Ad recombinantes (RAd) contemporaneos derivan de los serotipos humanos HAd2 y
HAdS. Se han desarrollado diversas estrategias para la generacion de vectores RAd, las cuales se basan en
efectuar modificaciones en el genoma viral en el que subsecuentemente se clona el transgén de interés.
Existen tres tipos de vectores Ad:

- Vectores RAd de primera generacion: Fueron los primeros vectores Ad en generarse. Se basan en
adenovirus a los que se les suprimieron los genes tempranos E1 o E1 y E3 del genoma viral. La eliminacion
de la region E1 lleva a la incapacidad del virus para replicar y generar progenie (McGrory et al., 1988) y la
supresién de la region E3 genera mas espacio dentro del genoma para clonar secuencias exégenas. En
consecuencia, estos RAds son replicacion defectivos evitando asi la infeccidn viral generalizada. Para
amplificarlos en el laboratorio, se usan lineas celulares especificas, como la linea celular transgénica
derivada de rifién de embriéon humano 293 (HEK 293), que contiene la region gendmica E1 faltante del
Ad5 vy, por lo tanto, expresa los genes necesarios para iniciar la replicacion (Graham et al., 1977). Sin
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embargo, se ha observado que, a pesar de la eliminacidn de E1, se expresan residualmente proteinas
virales que desencadenan una respuesta inmune intensa, la cual elimina las células infectadas (Y. Yang et
al., 1994)

- Vectores RAd de segunda generacion: generados con el objetivo de reducir la inmunogenecidad.
En estos vectores se elimina de forma completa o parcial las regiones E2 y E4 (Osada et al., 2009). Ambos
genes son esenciales para la replicacién viral y, por lo tanto, el vector necesita producirse en lineas
celulares que le provean todas las regiones suprimidas. Este tipo de lineas celulares son dificiles de trabajar
y la produccidn del vector es, frecuentemente, poco eficiente (Lusky et al., 1998)

- Vectores RAd de tercera generacion o helper-dependent: Se eliminan todos los genes
adenovirales del vector, salvo las secuencias necesarias en cis (los ITRs y la sefial de empaquetamiento),
con el objetivo de evitar la inmunotoxicidad del vector (Alba et al., 2005). Para generar y producir este tipo
de vectores se necesitan in trans todos los elementos necesarios para la replicacién y el
empaquetamiento. Generalmente esto se logra con la coinfeccidon de las células productoras con un
adenovirus denominado virus auxiliar (helper). El desafio de este tipo de metodologia es eliminar o, al
menos, disminuir la presencia de virus auxiliar en la preparacién final.
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Figura 9: Representacion esquemdtica de un adenovirus y su organizacion genética. Esquema de la estructura de un adenovirus
de tipo 5 (A). En la figura se indica los genes E y L, flanqueado por las secuencias ITR (B). ITR, repeticiones invertidas terminales.
W, sefial de empaquetamiento.

Las ventajas de los vectores RAds se resumen en: 1) alta eficiencia de transduccion, tanto en células
quiescentes como en divisién; 2) amplio tropismo por diferentes tejidos diana, 3) capacidad de clonado
de hasta 32 kbp de ADN (en helper-dependent); 4) faciles de manipular en el laboratorio; 5) factibles de
producirse en titulos elevados; y 6) persistencia epiccomosémica en la célula huésped, descartando el
riesgo de mutagénesis insercional (Bulcha et al., 2021). Sin embargo, los vectores Ad poseen una
importante limitacion, la intensa respuesta inmune que inducen en el hospedador, dirigida contra la
particula viral y las células infectadas. Como consecuencia de dicha respuesta inmune, se limita la duracién
de la expresidn del transgén (la cual generalmente es transitoria) y se restringe la re-administracion del
vector. Si bien esta limitacidon se ha superado en el caso de los vectores helper-dependent, estos son
dificiles de producir en estado de suficiente pureza (Alba et al., 2005).

En este trabajo se utilizaron vectores RAd de primera generacién construidos en nuestro laboratorio.
La eleccidn de este tipo de vectores se debe a las ventajas de construccidon, amplificacion y purificacidn
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gue tienen estos vectores respecto a los otros tipos descriptos. Por otro lado, se considerd que uno de los
transgenes portados corresponde a la timulina, una molécula inmunosupresora que podria atenuar la
respuesta inmune desencadenada por el vector.

1.5.3 Terapia génica con IGF1

En nuestro laboratorio se han realizados diversos experimentos de terapia génica con IGF1 en ratas
viejas (mas de dos afios de edad), utilizando un vector adenoviral portando el gen de IGF1 de rata (RAd-
IGF1). Estos experimentos han mostrado resultados promisorios en el comportamiento y en el cerebro de
este modelo de envejecimiento. Uno de los primeros experimentos con este vector, demostro su eficacia
en revertir de manera practicamente completa, la hiperprolactinemia que presentan las ratas hembra
seniles causada por una neurodegeneracion en sus neuronas tuberoinfundibulares dopaminérgicas
(Herefiu et al., 2006). Para este experimento, el RAd-IGF1 (o su vector control RAd-DsRed) fue inyectado
en el hipotalamo de ratas seniles (28 meses) y ratas hembra jévenes (5 meses), y sus efectos evaluados
17 dias post inyeccion. Ademas de modificar los niveles de la prolactina sérica, los resultados
morfométricos revelaron un incremento significativo del numero de células tirosina hidroxilasa
inmunorreactivas en el hipotdlamo de los animales tratados, en comparacién con los controles. Ninguno
de estos efectos fue observados en las ratas jovenes. Estos resultados sugieren que el IGF1 podria tener
una accién neurogénica en la poblacidn hipotaldmica dopaminérgica en las ratas seniles (Herefiu et al.,
2006). De la misma forma, utilizando el mismo vector también en ratas hembra seniles (30 — 31 meses)
pero inyectandolo por via icv, lo cual resulté en una alta expresion del transgén en las células
ependimarias, se demostré que la terapia génica con IGF1 generd una mejora significativa de la
performance motora que se encuentra deteriorada por la edad en estos animales (Nishida et al., 2011), y
gue también tuvo un efecto antiinflamatorio al modular la poblacién microglial en la unidad caudado-
putamen (Falomir-Lockhart et al., 2022).

Los efectos en la memoria y el aprendizaje de la terapia génica con IGF1 de corto y largo plazo en
ratas seniles también fue demostrado por integrantes de nuestro grupo. El primer tratamiento se realizd
por inyeccidn icv bilateral del RAd-IGF1 en ratas hembra de 28 meses, en las cuales dos semanas después
de esta inyeccidn, se realizd el test del Laberinto de Barnes (LB) para evaluar la memoria espacial. Las
ratas viejas tratadas con IGF1 mostraron una mejora en su memoria espacial con respecto de las ratas
control, y en su hipocampo se observé un aumento de las neuronas inmaduras marcadas por doble cortina
(DCX), y un aumento de la arborizacién de los astrocitos GFAP+ en el SR (Pardo et al., 2016). En cuanto a
los experimentos de terapia génica a largo plazo con IGF1, se realizd la eutanasia de los animales ochenta
dias post inyeccion del vector terapéutico, y se observé que la terapia fue capaz de mejorar la memoria
espacial y de inducir la expresion de genes relacionados a procesos sinapticos como la neuronatina, la
subunidad a8 de Integrina y la proteina sinaptofisina-Simil 2. Ademds, aumentd la expresion del miRNA
186, una molécula que se ha documentado que participa en el procesamiento de los péptidos BA (Pardo
et al., 2018). Por lo tanto, este enfoque de transferencia génica de IGF1 confirié neuroproteccién del
hipocampo envejecido.

La terapia con IGF1 también ha demostrado ser eficiente en revertir el dafio observado en modelos
de injuria aguda generados en rata. Por ejemplo, en un modelo de injuria traumatica cerebral, la terapia
génica con IGF1 aplicada post insulto redujo el estrés oxidativo en el hipocampo y la corteza prefrontal y
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motora, lo que a su vez previno los déficits cognitivos, restaurando el rendimiento de la memoria de
trabajo de los animales (Montivero et al., 2021). Por otro lado, la transferencia génica de IGF1 restaurd la
neurogénesis hipocampal y mejoré las alteraciones de memoria generadas por lesion de médula espinal
(Jureetal., 2021). Ademas, esta terapia moduld a la microglia de forma diferencial en las distintas regiones
del hipocampo. En el Hilus y la capa molecular del giro dentado (GD), la terapia génica con IGF1 recuperé
el nimero de microglia homeostatica coincidiendo con una reduccién del nimero de células de microglia
hipertrdéfica. Sin embargo, en el nicho neurogénico, IGF1 redujo el nimero de microglias ramificadas y
aumentd el nimero de microglias hipertréficas, que en su conjunto expresaban arginasa-1 (Jure et al.,
2021).

En conclusién, la terapia génica con IGF1 ha demostrado ser eficiente en diversos modelos animales,
no solo en la estimulacién de la proliferacion neuronal y la modulacién del fenotipo microglial, sino
también revirtiendo las alteraciones comportamentales observadas, por lo que resulta una estrategia
promisoria e interesante a aplicar en el modelo de EAe generado con STZ, que se caracteriza por mostrar
una marcada neurodegeneracién, reactividad glial y alteraciones cognitivas.

1.5.4 Terapia génica de timulina

Para realizar terapia génica con timulina, en nuestro laboratorio se disefié un gen sintético para este
factor (metionina-FTS o metFTS), y se construyd un vector RAd que expresa dicho gen reteniendo la
bioactividad del péptido natural (Reggiani et al., 2006). Utilizando ratas timectomizadas, se demostré que
una Unica inyeccidn intramuscular (im) o cerebral (inyeccidn en la substancia nigra) de este vector, logra
una expresion estable y aumentada de timulina durante al menos 110 dias en suero, y 90 dias en
substancia nigra, respectivamente (Morel et al., 2006). Con esta herramienta, se lograron prevenir las
alteraciones a nivel hipotaldmo-gonadotropo-ovarico que tipicamente ocurren en los ratones hembra
nude en la adultez (Goya et al., 2007).

Mas recientemente, este gen sintético para timulina fue utilizado en experimentos de terapia génica
con nanoparticulas, en un modelo murino de asma alérgica provocada por ovoalbumina. Especificamente,
la administracién por via intratraqueal de nanonaparticulas compactas de ADN con el gen metFTS,
plasmido vacio o solucién salina, demostré que la timulina es capaz de prevenir eficazmente el proceso
inflamatorio y de remodelacion en los pulmones asmaticos, lo que potencia la reparacion de las vias
respiratorias y mejora asi la mecdnica pulmonar en un destacado modelo de ratén de inflamacidn alérgica
(Da Silva et al., 2014). En un experimento posterior en el cual las nanoparticulas se administraron luego
del dltimo tratamiento con ovoalbumina, se observd que la timulina fue capaz de reducir la infiltracién
pulmonar de eosindfilos que impulsa principalmente el aumento del recuento global de leucocitos en los
pulmones del modelo de asma, y que probablemente module el fenotipo de diversas células inmunitarias,
como eosindfilos, neutrofilos, linfocitos y macréfagos (da Silva et al., 2020).

1.6 Terapia con células madre mesenquimales

La derivacion de células madre a partir de blastocistos humanos (Thomson, 1998) y la obtencién de
células madre pluripotentes inducidas (iPSC) (Takahashi & Yamanaka, 2006) inauguraron una nueva era
en la investigacion terapéutica celular. El enorme potencial de diferenciacién de las iPSC abrié nuevas
posibilidades en el contexto de la medicina regenerativa, para mejorar la respuesta reparadora de los
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tejidos disfuncionales y dafiados. De esta manera, los objetivos de las terapias con células madre suelen
centrarse en la sustitucion celular o en el enriquecimiento del entorno.

1.6.1 Células madre: generalidades

Las células madre son una poblacién Unica de células presentes en todas las etapas de la vida que
poseen la capacidad de autorrenovarse y diferenciarse en multiples linajes celulares. Estas células son
mediadores clave en el desarrollo de los neonatos y en los procesos de restauracidn tras una lesiéon o
enfermedad, ya que son la fuente de la que derivan tipos celulares especificos dentro de los tejidos y
6rganos diferenciados. Segun su potencial de diferenciacién, puede ser clasificadas como totipotentes,
pluripotentes o multipotentes. Asi, las células madre totipotentes (es decir, capaces de originar un
organismo completo) corresponden al cigoto y a las células resultantes de sus divisiones celulares iniciales
(hasta la etapa de moérula). Las células pluripotentes (capaces de originar células de los tres foliculos
germinativos) incluyen las células madre embrionarias, las células germinales embrionarias, células de
carcinoma embrionario, asi como las células de pluripotencialidad inducida (iPSCs). Por otro ultimo, las
células multipotentes tienen un espectro de diferenciacién mas estrecho, pero pueden especializarse en
células discretas de linajes celulares especificos. Como ejemplo tenemos a las células madre fetales, de
los recién nacidos (como las células madre del cordén umbilical) y del adulto (como las células madre de
la médula dseay las células madre neurales). Estas uUltimas proliferan lentamente, se encuentran en nichos
especificos, y su funcidn primaria es el mantenimiento de la homeostasis tisular, permitiendo la curacion,
el crecimiento y la sustitucidn de las células que se pierden cada dia (Zakrzewski et al., 2019).

1.6.1.1 Células madre mesenquimales

En la médula dsea existen dos poblaciones de células madre o estromales, las células madre
hematopoyéticas (HSC), que dan origen a todo el linaje hematopoyético, y las células madre
mesenguimales (MSC) o también llamadas células estromales mesenquimales, que forman las células del
tejido conectivo de la médula ésea. En ese nicho biolégico, las MSC proporcionan ademds soporte para el
mantenimiento y la autorrenovacion de las HSC, protegiéndolas de estimulos apoptdticos (Uccelli et al.,
2008).

Las MSC pueden describirse como progenitores de morfologia fibroblasto-simil, que se obtienen
cuando se cultivan células adherentes al plastico a partir de diversos tejidos. Una caracteristica que
comparten las MSC es la capacidad de diferenciarse a osteobldstos, condroblastos y adipobldstos
(Pittenger et al., 1999). Ademas de ser aisladas de médula désea, las MSC se lograron obtener en cultivos
a partir de diferentes tejidos u drganos fetales y adultos, como higado, pulmén, rifidn, musculo
esquelético, tejido adiposo, entre otros (da Silva Meirelles et al., 2006). Incluso, se ha establecido este
tipo de cultivos a partir de cordén umbilical, ya sea de la totalidad del tejido (Majore et al., 2011), del
tejido conectivo mesenquimatico o gelatina de Wharton (Karahuseyinoglu et al., 2007), de la sangre
contenida en el corddn umbilical (Broxmeyer et al., 2006) o de areas perivasculares (células perivasculares
de cordén umbilical humano) (Sarugaser et al., 2005). La ventaja de utilizar estos tejidos neonatales es su
amplia disponibilidad y ausencia de cuestionamientos éticos ya que se utiliza material de descarte. Se ha
sugerido también que las MSC obtenidas a partir de tejidos neonatales podrian tener una mayor
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capacidad proliferativa, vida atil y un mayor potencial de diferenciacién en comparacién con las obtenidas
a partir de tejidos adultos (Hass et al., 2011).

Potencial terapéutico en enfermedades neurodegenerativas
El potencial terapéutico de las MSC ha sido evaluado en varios modelos de enfermedades

neurodegenerativas, mostrando resultados prometedores. En detalle, en un modelo de enfermedad de
Huntington inducido por lesién en el estriado con acido quinolinico, se observé que la lesidon promovié
que las MSC (provenientes de médula dsea) o células madre neurales (NSC) trasplantadas, se injerten y
distribuyan en el estriado y permanezcan de forma masiva hasta 8 semanas después del trasplante. Este
efecto no fue evidenciado en un entorno normal, lo cual se adjudicé posiblemente a la falta de expresion
de factores que promueven la permanencia de las células madre en la lesidn (Bantubungi et al., 2008).
Por otro lado, en un modelo doble transgénico de EA, la inyeccion intracerebral de MSC de corddn
umbilical promovid la mejora de la memoria espacial de los animales, disminuyé la carga amiloide y de
pTau en los cerebros y promovid cambios en la expresidn de citoquinas pro y antiinflamatorias (H. J. Lee
et al., 2012)

Sin embargo, la capacidad de las MSC de mejorar el comportamiento y generar cambios en la
bioquimica del cerebro afectado sin necesidad de trasplante cerebral fue demostrado por nuestro grupo
(Zappa Villar et al., 2020) y en el trabajo de K. S. Kim et al., 2013. Por nuestra parte, hemos demostrado
que la inyeccién intravenosa (iv) de MSC de cordén umbilical humano en el modelo de STZ-icv, mejoro el
comportamiento afectado por la STZ, rescatd la neurodegeneraciéon de neuronas maduras del hipocampo
y moduld la microglia. Kim y colaboradores utilizaron un modelo transgénico de EA, y demostraron que la
inyeccién iv de MSC provenientes de placenta, mejord la memoria espacial de los animales, lo que se
correlaciond significativamente con un nivel menor de placas BA en el cerebro. Adicionalmente, este
enfoque logré disminuir la expresion de marcadores proinflamatorios y generd una respuesta en las
células microgliales fagociticas, aumentando su nimero alrededor de las placas seniles.

Si bien no se conoce el mecanismo por el cual las terapias basadas en células madre podrian ser
beneficiosas, es posible que actuan a través de varios mecanismos:

- terapia de sustitucion celular, mediante trasplante, reemplazando directamente los tipos

neuronales perdidos: Las MSC poseen la capacidad para migrar a diferentes areas dafiadas del cuerpo

(Assis et al., 2010; Da Fonseca et al., 2009; Oh et al., 2018). Algunos reportes muestran que también

pueden generar células de linaje neuronal incluyendo neuronas colinérgicas (L. Zhang et al., 2012) y

dopaminérgicas (Barzilay et al., 2008; L. Chen et al., 2009), in vitro. Adicionalmente, el trasplante de

estas células en cerebro, por ejemplo, también puede estimular el reclutamiento de precursores
locales, proliferacidn y posterior diferenciacién en células neurales (Munoz et al., 2005; Uccelli et al.,

2008)

- soporte trofico, promoviendo la supervivencia celular: Las MSC desempefian un papel importante

como mediadores tréficos, liberando de manera paracrina sustancias que favorecen la proteccion
y regeneracion del tejido, como moléculas anti-apoptadticas, antiinflamatorias y factores tréficos
tales como el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) y el IGF1, etc (Eleuteri & Fierabracci,
2019; Ohtaki et al., 2008). Otros mecanismos implicados en la sefializacién paracrina promovida
por estas células incluyen la transferencia de vesiculas extracelulares (microvesiculas o exosomas)
para células dafadas (Gatti et al., 2011; Lai et al., 2011).
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- modulacion de la inflamacion, que puede estar implicada en el proceso de la enfermedad: Las MSC
poseen la capacidad de modular la respuesta inmune, pues ejercen un efecto inmunosupresor,
inhibiendo la proliferacion de los linfocitos T, B y natural killers. Mecanismos contacto-
dependientes y la secrecién de factores solubles parecen ser parte de la induccidn de la
inmunosupresion (Ohtaki et al., 2008; Uccelli et al., 2008).

1.6.1.2 Terapia con secretoma de células madre mesenquimales

El secretoma (Sc) se define como el conjunto de sustancias liberadas por la célula a su entorno, con
un amplio espectro de accidn bioldgica. Esto ultimo se debe a que, como se menciond antes, el Sc de las
MSC incluye citoquinas, quimiocinas, factores de crecimiento, micro RNAs, lipidos, factores
antiinflamatorios e incluso proteinas transportadas por vesiculas extracelulares de diversos tamafios
(Eleuteri & Fierabracci, 2019). El uso del Sc de las MSC, amplia aun mas su horizonte terapéutico, dado
gue se evitan riesgos y efectos secundarios que podria ocasionar el trasplante de estas células. Si bien la
terapia con células madre muestra resultados positivos en la investigacién preclinica (con modelos
animales de diversas enfermedades), la mayoria de los tratamientos en humanos evidenciaron problemas
gue hacen que su aplicacién siga siendo limitada. Entre ellos, el rechazo de las células huésped, la
formacidn de tejido ectdpico, su atrapamiento en la microvasculatura con riesgo de trombosis, el riesgo
de diferenciacién hacia fenotipos malignos y formacion de tumores (Eleuteri & Fierabracci, 2019).

Por esta razoén, la terapia con Sc celular emerge como una alternativa mds segura y probablemente
igual de efectiva que la inyeccion/transplante de células. Por ejemplo, los efectos inmunosupresores de
las MSC sobre inmunotipos especificos pueden ser reproducidos por vesiculas extracelulares aisladas de
sobrenadantes de cultivo de MSC, proporcionando una alternativa valida al uso directo de MSC (Fattore
et al., 2015; Martinez et al., 2013).

Algunos estudios han demostrado el efecto beneficioso del Sc de MSC en modelos experimentales
de neurodegeneracidn. Por ejemplo, el Sc administrado de forma iv, mejord los resultados de test
cognitivos y motores de ratas de un modelo de trauma cerebral (Chang et al., 2013). Por otro lado, en un
modelo animal de enfermedad de Parkinson se observé que la administracion intracerebral del Sc es capaz
de modular la supervivencia de neuronas dopaminérgicas en sustancia nigra y sus terminales en el
estriado y, atenuar el déficit motor de los animales (Teixeira et al., 2017). A partir de estudios en modelos
de isquemia cerebral se ha sugerido que el Sc de las MSC puede promover la reparacién a través de una
serie de mecanismos que incluyen la prevenciéon de la apoptosis celular, la modulacion de la respuesta
inflamatoria y la promocién de mecanismos de reparacién enddgenos como la angiogénesis y la
neurogénesis (Cunningham et al., 2018). Por estas razones, y nuestros antecedentes previos con terapia
celular (Zappa Villar et al., 2020), evaluar el efecto del Sc de MSC en el modelo de STZ-icv resulta
interesante y prometedor.
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2 Capitulo ll: Hipotesis y objetivos

El objetivo general en el que se enmarca la presente Tesis Doctoral es el desarrollo de estrategias
terapéuticas de avanzada que nos permitan prevenir y/o subsanar los cambios neurodegenerativos y el
déficit cognitivo asociados a la EA experimental. En este contexto, la terapia con secretoma celular, la
terapia génica y el uso de potentes moléculas neuroprotectoras, como el factor de crecimiento simil
insulina 1 (IGF1) y antiinflamatorias como la timulina (o factor timico sérico), emergen como abordajes
terapéuticos promisorios. Por otro lado, el estudio de un modelo de EAe en hembras es imprescindible
para probar el potencial de la terapia génica y celular propuestas en el presente trabajo.

2.1 Hipodtesis

Las hipdtesis centrales de la presente tesis son:

e Que la terapia génica con IGF1 constituye una estrategia neuroprotectora efectiva para el
tratamiento de neuropatologias. Suponemos que la sobreexpresién del IGF1 in situ sera
neuroprotectora, estimulard la neurogénesis y restaurard el deterioro de la performance cognitiva
caracteristico de las ratas del modelo EAe.

e Que la terapia génica con timulina constituye una estrategia promisoria para el abordaje de
patologias neuroinflamatorias, como la EAe. Suponemos que la sobreexpresidn sistémica de
timulina modulard la glia, reduciendo su reactividad, y contribuyendo de esta forma a restaurar el
deterioro de la performance cognitiva caracteristico de las ratas del modelo EAe.

e Que el efecto neuroprotector de las células madre mesenquimales esta mediado por su secretoma
y que el efecto benéfico del secretoma se vera potenciado por la simultdanea sobreexpresién del
IGF1. De esta manera, el secretoma de células madre mesenquimales que sobreexpresen IGF1
constituird una potente estrategia neuroprotectora y antiinflamatoria efectiva para el tratamiento
de neuropatologias. Hipotetizamos que la terapia combinada con el secretoma suplementado sera
mas eficaz que la terapia con secretoma naive en consolidar la memoria y mejorar el
comportamiento deteriorado de las ratas del modelo EAe.

e Que las hormonas ovaricas de ratas hembra prevendran el deterioro cognitivo que es
normalmente inducido por la STZ en ratas macho, por lo que su deplecién mediante ovariectomia
aumentard la vulnerabilidad del cerebro a los efectos de la STZ, constituyendo una estrategia
efectiva para el desarrollo de un modelo de EAe en hembras.
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2.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar el modelo de EAe generado mediante inyeccién de STZ-icv en ratas macho, a los 25y
95 dias post inyeccién de STZ (modelo de corto y mediano plazo, respectivamente). Evaluar:
memoria, y expresion de proteinas marcadoras de EA, microglia reactiva, astrocitos reactivos, y
morfometria, en el hipocampo.

2. Implementar terapia génica de corto plazo con IGF1 en ratas macho del modelo de EAe. Administrar
la terapia por via icv, y analizar su impacto en el comportamiento y en el cerebro de los animales a
25 dias post STZ-icv.

3. Implementar terapia génica de mediano plazo con timulina en ratas macho del modelo de EAe.
Administrar la terapia por via intramuscular, y analizar su impacto en el comportamiento y en el
cerebro de los animales a 3 meses post STZ-icv.

4, Implementar terapia celular con el secretoma de células madre mesenquimales que sobreexpresen
o no IGF1, en ratas macho del modelo de EAe. Administrar la terapia por via intranasal y analizar su
impacto en el comportamiento y en el cerebro de los animales a 3 meses post STZ-icv.

5. Evaluar si la administracion de STZ a corto plazo genera un modelo de EAe en ratas hembra.
Adicionalmente, estudiar si la deplecidn de hormonas ovaricas mediante ovariectomia incrementa
la vulnerabilidad de las ratas a la STZ. Analizar: comportamiento, expresion de proteinas
marcadoras de EA, microglia reactiva, neuronas inmaduras y morfometria, en el hipocampo.

6. Comparar el efecto de la STZ-icv entre ratas macho y hembra, con y sin ovarios, en el
comportamiento, la reactividad astrocitica, las sinapsis y las neuronas inmaduras en el hipocampo.
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3 Capitulo lll: Materiales y métodos

3.1 Preparacion de estreptozotocina

El dia de la inyeccidn icv se prepard una solucion de STZ (Sigma-Aldrich, CAS 18883-66-4),
disolviendo la droga en LCR artificial (LCRa) estéril (120 mM NaCl, 3 mM KCl, 1,15 mM CaCl2, 0,8 mM
MgCl2, 27 mM NaHCO3 y 0,33 mM NaH2PO04, pH 7,4). Las ratas del grupo experimental STZ recibieron
una inyeccion bilateral icv de STZ en dosis 3mg/kg de peso corporal, mientras que las ratas del grupo
control (Sham) recibieron 5 ul/ventriculo de LCRa.

3.2 Vectores adenovirales
3.2.1 \Vector RAd-IGF1

Vector adenoviral recombinante portador del cDNA del gen IGF1 de rata, construido previamente en
nuestro laboratorio (Herefiu et al., 2007). El transgén se encuentra bajo el control del promotor del
citomegalovirus murino (Fig. 10A).

3.2.2 Vector RAd-metFTS

Vector adenoviral recombinante portador del gen sintético para timulina (metFTS) de rata,
previamente construido en nuestro laboratorio (Reggiani et al., 2006). El transgén se encuentra bajo el
control del promotor del citomegalovirus murino (Fig. 10B).

A]

1)
| A
= —»
ITR PmCMV Sv40pA ITR

AE1 AE3
B

b 7o i 7
; P|—17 ’: metFTS - | _
ITR PmMCMV Sv40pA ITR

AE1 AE3

Figura 10: Representacion esquemdtica de los vectores RAd-IGF1 y Rad-metFTS. Esquema del vector RAd conteniendo el gen
IGF1 de rata (A) y el gen de un analogo bioldgico de la timulina, met-FTS (B). Abreviaturas: ITR, repeticion terminal invertida;
PmCMV, promotor minimo de citomegalovirus; Sv40pA, sefial de poliadenilacién del virus simio 40; AE1 y AE3, deleciones en el
genoma; , sefial de empaquetamiento, T7 promotor del fago T7.

3.2.3 Amplificacion y titulacion de los vectores
El indculo inicial de los vectores adenovirales se amplificé infectando monocapas de células HEK 293
con una confluencia del 90%, utilizando el stock madre viral conservado a -80 °C. Las células fueron

50



cultivadas en MEM (Minimum Essential Medium) suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10%
(Natocor), antibidtico y antimicotico (ATB/ATM) (Anti-Anti 100X, Gibco, #15240-062) y ciprofloxacina al
5% (medio de mantenimiento completo). Luego de 24 horas, se observo efecto citopatico (CPE) en toda
la monocapa, se recogié el medio con las células que se encontraban flotando, y se despegaron
cuidadosamente por raspado las células que todavia permanecian adheridas a la base de las botellas. Las
células se centrifugaron a 1000 rpm y el sedimento celular fue resuspendido en un menor volumen. Las
particulas virales fueron liberadas al medio mediante la lisis de las células por congelamiento vy
descongelamiento repetido de las mismas (3 veces). Luego, se centrifugé a 1000 rpm durante 10 minutos
y se obtuvo un sobrenadante (lisado crudo) conteniendo la progenie del RAd-metFTS y del Rad-IGF1
generados. Se guardé a -80°C hasta su purificacion.

La purificacién de las particulas virales se realizé mediante dos ultracentrifugaciones sucesivas en
gradiente de CsCl. Ambas ultracentrifugaciones se llevaron a cabo en una ultracentrifuga Beckam Coulter
modelo L7-65, con el rotor SW-60Ti (Bekman Coulter, Palo Alto, CA, EEUU). La primera centrifugacién se
realizd en un gradiente discontinuo de CsCl, en tubos de policarbonato estériles de 4,4 ml de capacidad.
Se depositaron sucesivamente, desde el fondo, las siguientes soluciones de CsCl: 0,2 ml de densidad 1,5
g/ml, 1,1 ml de densidad 1,35 g/ml y 1,35 ml de densidad 1,25 g/ml; a continuacién se colocé en la
superficie 2 ml de la suspensidn de particulas virales y se centrifugd a 45000 rpm durante 1 hora a 18°C.
Al finalizar la ultracentrifugacion se pudo observar una banda blanquecina correspondiente a las
particulas virales, a una densidad aproximada de 1,35 g/ml. Se recogié dicha banda y se la deposité (1 ml
de la suspension de particulas virales) sobre 3,4 ml de una solucion de CsCl de densidad 1,35 g/ml. A
continuacioén se realizé una segunda ultracentrifugacién a 45000 rpm durante 18 horas a 4°C. Se recogié
la banda correspondiente a la suspension viral y se dializé durante 18 horas a 4°C contra una solucién de
buffer Tris-HCl 10 mM (pH 7,5), NaCl 135 mM, CI2Mg 1 mM. A las preparaciones virales se le adicion6 10%
de glicerol y se conservo a -70°C hasta su titulacidn y fraccionamiento.

La titulacidn de los vectores adenovirales fue realizada mediante el método de dilucién por placas.
Se sembraron placas de cultivo con células HEK 293 en medio de mantenimiento completo. Cuando las
monocapas alcanzaron un 60% de confluencia, se cambid el medio de mantenimiento de cada pocillo a
un medio sin suero, y se infectaron, por triplicado con 200 pl de diluciones crecientes (desde 1x10 hasta
1x10*%) de la preparacion viral purificada. Como control negativo se utilizaron células sin infectar. Luego
de 1 hora a 37 °C, se agregd medio de mantenimiento completo. Aproximadamente una semana post-
infeccidn se observd el CPE, y en la ultima dilucién con CPE, se contaron las placas de lisis. Se calculé el
titulo viral (Precious B & Russell WC, 1985) a partir del nimero de las placas de lisis contadas y de la
dilucién donde se determinaron, obteniéndose el titulo como unidades formadoras de placa/ml (ufp/ml).

3.3 Obtencion del secretoma de células madre mesenquimales

Para obtener el Sc de MSC, las células fueron aisladas a partir de tejido perivascular de cordén
umbilical humano obtenido de donantes sanos en el Hospital Universitario Austral (Pilar, Buenos Aires,
Argentina) como se describid en el trabajo de (Bayo et al., 2014). Las células se caracterizaron de acuerdo
con las directrices de la Sociedad Internacional de Terapia Celular (Dominici et al.,, 2006), como se
describié previamente (Aquino et al., 2010).
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Las MSC se cultivaron con medio MEM suplementado con SFB FRA (Internegocios) al 15%, glutamina
2mM, ATB/ATM y ciprofloxacina (0,5%). Una vez logrado un 80% de confluencia de 4 botellas 175 cm?, la
mitad fueron transducidas con el vector RAd-IGF1 para obtener sobrenadante enriquecido en IGF1. Para
ello, se elimind el medio de cultivo de las células y se agregd medio MEMa con todos sus aditivos excepto
SFB, y 1,6 x108 ufp/botella. Las células se incubaron en esta condicién durante 48 h. Luego de transducidas,
se recupero el sobrenadante de cada botella sin despegar las células, y se centrifugd a altas rpm. Se
establecié el anterior protocolo teniendo en cuenta antecedentes de transduccién de MSC de médula
Osea con el vector RAd-IGF1 descripto en la seccion 3.2.1, en el cual se observé un incremento significativo
de IGF1 en el sobrenadante celular a 2 dias post infeccion, respecto al control (Fiore et al., 2015). Para
obtener el Sc naive, se realizé el mismo procedimiento con botellas confluentes, sin adicionar el vector
RAd-IGF1.

3.4 Procedimientos en animales

3.4.1 Animales

Los experimentos se realizaron en ratas macho y hembra Sprague Dawley. Los animales se alojaron
en jaulas a temperatura controlada (22-24 °C) con un ciclo de 12 h de luz/12 h de oscuridad (luces
encendidas de 7 a.m. a 7 p.m.) disponiendo comida y agua ad libitum. Previo a la realizacion de los
experimentos, los mismos fueron revisados y aprobados por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso
de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Ciencias Médicas, UNLP (# T10-01-2013; #P03-03-
2016; #T01-04-2019; #P02-02-2020).

3.4.2 Cirugias estereotaxicas

Todas las ratas fueron sometidas a cirugias estereotaxicas al cumplir los 3 meses de edad. Los
procedimientos se realizaron en condiciones de asepsia utilizando el material adecuado limpio vy
esterilizado. En todos los casos, las ratas fueron anestesiadas con una inyeccion intraperitoneal (ip) con
una mezcla de clorhidrato de ketamina (90 mg/kg de peso corporal) y xilacina (8 mg/kg de peso corporal),
previo a ser situadas en un aparato estereotdxico (Fig. 11A), sobre almohadillas térmicas para evitar el
descenso de temperatura corporal como consecuencia de la anestesia. Para su colocacidon en dicho
aparato, se colocd en el oido de los animales el anestésico local clorhidrato de lidocaina al 2%. A
continuacién, se corto el pelo de los animales y se desinfectd el cuero cabelludo con etanol al 70%. Se
realizd una incisidn en la piel de la calota y luego de visualizar el bregma, se establecieron las coordenadas
de inyeccidn. Las coordenadas estereotaxicas para la inyeccion icv (Fig. 11B) en machos fueron: 0,92 mm
posterior al bregma, 1,5 mm lateral a la sutura sagital y -3,9 mm por debajo de la superficie cerebral. Las
coordenadas para la inyeccién icv en hembras fueron: 0,8 mm posterior al bregma, 1,5 mm lateral a la
sutura sagital y -3,9 mm por debajo de la superficie cerebral (Paxinos & Watson, 2007). Al finalizar el
procedimiento, el cuero cabelludo de las ratas fue suturado y tratado con iodopovidona al 10%.
Finalmente, los animales recibieron una inyeccién analgésica de clorhidrato de tramadol (10 mg/kg de
peso corporal, subcutaneo).
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Figura 11: Inyeccién estereotdxica intracerebroventricular. Rata anestesiada en aparato estereotaxico (A). Esquema extraido del
atlas “The Rat Brain in stereotaxic coordinates” (Paxinos & Watson, 2007), mostrando el sitio de inyeccion en los ventriculos
laterales (flechas rojas) (B).

3.4.3 Ovariectomia

Las ratas fueron anestesiadas con un vaporizador de Isoflurano (Ohio Medical Products, Serial n°
AKDK03089). Una vez comprobada la correcta induccién del estado de anestesia, se procedio a realizar la
ovariectomia bilateral. Se rasurd y desinfectd la zona a operar, y luego se realizé una incision longitudinal
de aproximadamente 1 cm en el area de la linea media de la regidn pre-pubica, desde donde se extirparon
ambos ovarios y se reintrodujeron los cuernos uterinos. Finalmente, se procedid al cierre de la incision
con suturas absorbibles y se desinfectd la zona con iodopovidona. Para mantener la temperatura corporal,
se situd cada animal sobre una almohadilla térmica durante el desarrollo de la intervencidon quirurgica.

3.4.4 Inyeccién intramuscular

Los animales fueron anestesiados con un vaporizador de Isofluorano (Ohio Medical Products, Serial
n° AKDK03089). Las inyecciones se llevaron a cabo en la regién lateral del muslo (biceps femoral) de la
pata derecha (primera inyeccién) e izquierda (segunda inyeccién), sitio que fue previamente rasurado y
desinfectado con etanol al 70%. Luego, se realizé una incisién en la piel de menos de 1 cm de largo para
exponer el musculo, y se inyectd de manera lenta y controlada, un total 100 ul de la solucidn viral, en tres
puntos distintos del musculo. A continuacion, se suturd el corte cutdneo y se tratd con iodopovidona. La
solucidn viral fue preparada en solucidn salina esterilizada, y se inyectaron 6,42x10% pfu del vector Rad-
metFTS por animal.

3.4.5 |Instilacién intranasal

Para realizar la administracion intranasal de sobrenadante celular, se utilizé un vaporizador de
Isofluorano (Ohio Medical Products, Serial n® AKDK03089). Las ratas fueron colocadas en posicidén supina
y una almohadilla fue insertada bajo el cuello dorsal para extender la cabeza hacia atras. Un total de 120
pl de Sc obtenido de las MSC naive o transducidas con el vector RAd-IGF1 fue administrado con una
micropipeta, en 20 pl por narina, alternando entre cada narina cada 2-3 min. Las ratas control recibieron
la misma cantidad de solucién salina estéril.
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3.4.6 Peso corporal

A partir de cumplido 1 mes de edad, las ratas fueron pesadas periédicamente con el objetivo de
monitorear su crecimiento, descenso y recuperacion de peso después de los procedimientos en animales.
Ademads, durante los momentos de pesaje se practicaron distintas técnicas de sujecion para generar un
acostumbramiento de las ratas a la manipulacién humana y evitar estrés en los dias de cirugia o test
comportamentales.

3.4.7 Test de comportamiento
3.4.7.1 Comportamiento tipico de especie

El test de enterramiento de canicas (MB, del inglés “marble burying”) permite evaluar el
comportamiento tipico de especie, ya que se ha demostrado que los roedores naturalmente entierran
objetos no nocivos cuando estos se colocan en su territorio (de Brouwer et al., 2019; Poling et al., 1981).
Esta prueba se realizé en cajas de mantenimiento de 30x30x17 cm (ancho x profundidad x altura) con 5
cm de viruta limpia apisonada. En la superficie se colocaron 16 bolitas de vidrio del mismo color, de 1,5
cm de didametro, espaciadas de manera uniforme en un patréon de 4 x 4 (Fig. 31A). Ratas individuales se
colocaron en la caja de testeo durante 30 min. Luego, dos experimentadores ciegos al tratamiento
realizaron el conteo de bolitas enterradas >2/3 de su tamafio. Para cada rata, se utilizd una nueva cama
de viruta y bolitas desodorizadas con una solucién de etanol al 70%.

3.4.7.2 Comportamiento exploratorio y de ansiedad

El test de campo abierto (CA) permite evaluar sistemdticamente la exploracién de un ambiente nuevo
y el comportamiento relacionado con la ansiedad en roedores (Crusio, 2001; R. N. Walsh & Cummins,
1976). Existen dos factores que influyen en el comportamiento ansioso durante el CA; el primero es el
aislamiento social resultante de la separacion fisica de los animales de una misma jaula cuando se realiza
la prueba. El segundo, el estrés creado por el entorno de prueba iluminado y desconocido. El test se realizd
en una caja cuadrada de madera de color negro de 65x65x45 cm (ancho x profundidad x altura). El piso
de la caja se encuentra dividido en 16 cuadrados iguales de 16 x 16 cm. Las ratas se colocaron en el centro
de la arena y se les permitid explorar libremente durante 5 min. La arena abierta se limpid
cuidadosamente con etanol al 10% después de cada prueba individual para eliminar las sefiales olfativas.
El comportamiento para esta prueba y para todas los siguientes se registrd utilizando una videocdmara
(Logitech C922 Pro) para su posterior analisis. Las variables de comportamiento fueron: a) Grooming:
tiempo invertido por la rata en acicalarse, asearse o rascarse; b) Crossing: nimero de lineas de la
cuadricula cruzadas por la rata con sus cuatro patas; c) Rearing: tiempo que la rata pasa explorando
parada sobre sus patas traseras; d) Entradas en drea central: nimero de entradas de la rata con sus cuatro
patas al area central de la arena; e) Tiempo en el drea central: tiempo que la rata permanece en area
delimitada como 4rea central.

3.4.7.3 Memoria de reconocimiento
El test de reconocimiento de objeto (RO), es una prueba utilizada para evaluar la memoria de
reconocimiento a distintos tiempos (Antunes & Biala, 2012). Esta prueba consto de tres fases:
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- Habituacion: El test de CA fue la etapa de habituacién del RO, ya que se realiza 24 h antes del test
RO. Los animales exploraron libremente la caja/arena, la misma que fue luego utilizada para continuar
con las dos etapas restantes descriptas a continuacioén.

- Entrenamiento (RO 1): Al dia siguiente, cada animal fue colocado en el centro de la caja en
presencia de dos objetos idénticos, luego llamados objetos “familiares” (Objetos F), y se midio el tiempo
de exploracidn de los mismos durante 3 minutos.

- Reconocimiento: Para evaluar la memoria de reconocimiento a 90 minutos (RO 2), cada rata fue
colocada nuevamente en la caja luego de 90 minutos de transcurrido el RO 1, esta vez en presencia de un
objeto F y un objeto nuevo y diferente (Objeto N). Las ratas fueron dejadas en la caja durante 3 minutos,
durante los cuales se cuantificé el tiempo de exploracién de ambos objetos. Para evaluar la memoria de
reconocimiento a 24 horas (RO 3), los animales fueron colocados en la caja luego de 24 horas de
transcurrido el RO 1. Para el RO 3 se colocé un objeto F y un objeto N diferente al empleado para el RO 2.
De la misma manera, las ratas fueron dejadas 3 minutos en la caja. Con el tiempo de exploracién de cada
objeto, se calculd el porcentaje de exploracion del objeto F y del objeto N, y el indice de discriminacién
(1.D.), como la diferencia en el tiempo de exploracion del objeto F y N sobre el tiempo total de exploracién
de ambos objetos [I.D. = (tN - tF)/(tN + tF)]. Una puntuacion positiva en el I.D. indica mas tiempo dedicado
a explorar el objeto novedoso, una puntuacion negativa indica mds tiempo dedicado al objeto familiar, y
una puntuacion cero indica una preferencia nula por los objetos.

3.4.7.4 Memoria espacial

Realizamos el LB para evaluar memoria espacial (C. A. Barnes, 1979; Suzuki & Imayoshi, 2017). Se
utilizé una plataforma circular de acrilico negro, de 122 cm de didmetro, con 20 agujeros en su periferia
(de 10 cm de diametro, numerados en Fig. 24E), y elevada a 108 cm del suelo. El cuarto de testeo contenia
cuatro sefales visuales alrededor de la plataforma, y un generador de ruido blanco de 90 dB y una
bombilla de luz blanca de 500 W proporcionaron los estimulos de escape. Durante los ensayos de
adquisicion, solo uno de los agujeros (agujero 0) se encontraba conectado a una caja de escape negra
removible (38,7 cm x 12,1 cm x 14,2 cm). Las ratas se colocaron en posicion aleatoria en el centro de la
plataforma. Durante todo el experimento, el agujero O permanecié en un lugar fijo para evitar la
aleatorizacién de la posicion relativa de la caja de escape. El LB implicé tres fases:

- Habituacion: los animales fueron habituados a la plataforma y la caja de escape durante 2 min en
cada dispositivo.

- Adquisicion de la memoria: Al dia siguiente de la habituacidn, se realizaron seis ensayos idénticos
de adquisicion de memoria, repartidos en tres dias. Durante estos ensayos, las ratas exploraron
libremente la plataforma durante un maximo de 120 s, en presencia de los estimulos aversivos, los cuales
fueron apagados una vez que el animal encontrd y se refugié en la caja de escape.

I”

- Prueba de la memoria (PT, del inglés “probe trial”): durante esta prueba se elimind la caja de
escape y las ratas exploraron la plataforma durante 120s con el objetivo de evaluar su retencién de
memoria espacial.

Las superficies del laberinto, el cilindro de inicio y la caja de escape se limpiaron con etanol al 10 %
después de cada prueba para eliminar las sefiales olfativas. Los parametros de comportamiento
evaluados durante el PT fueron los siguientes: a) Latencia: Tiempo empleado por un animal desde su

liberacion de la cdmara de inicio hasta la primera exploracion del agujero de escape; b) Errores: Nimero
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de exploraciones de agujeros diferentes al agujero de escape, hasta la primera exploraciéon de dicho
agujero; c) Frecuencia de exploracion en el sector meta (GS, del inglés Goal Sector): nimero de
exploraciones de los agujeros -1, 0 y 1, divido por el nimero de exploraciones de todos los agujeros; d)
Porcentaje de exploracion del agujero 0 sobre el total de exploraciones; e) Tiempo de permanencia en
cuadrante meta: Tiempo que el animal permanece en el cuadrante comprendido por los agujeros -2, -1,
0,1,2.

3.4.7.5 Comportamiento simil depresivo

El test de nado forzado (NF), se usa para probar el comportamiento depresivo (Bogdanova et al.,
2013; Detke et al., 1995). Esta actividad se llevd a cabo en un tanque de agua (25 °C, 40 cm de profundidad,
30 cm de didmetro). En el primer dia de pruebas, las ratas fueron expuestas al tanque de agua durante 15
minutos (prueba previa). Luego de 24 h, se realizd una prueba idéntica de 5 min. Los datos se analizaron
por cuantificacién de tiempo de nado o por una técnica de muestreo. Para la primera, se calculé el tiempo
durante el cual el animal realiz6 comportamiento activo (intento de escape del tanque) y el tiempo de
inmovilidad. Para la técnica de muestreo, se determiné el comportamiento (activo o inmovilidad) en cada
periodo de 5 s de la prueba de 300 s. Esto proporcioné un total de 60 puntuaciones.

3.4.8 Eutanasia y obtencion de cerebros

Para los objetivos 1, 2, 3, 4y 5, la eutanasia de las ratas se llevd a cabo mediante decapitacion répida,
previa anestesia de los animales con xilacina y ketamina, al igual que para las cirugias estereotaxicas. Los
cerebros se extrajeron rapidamente y se dividieron ambos hemisferios. El hemisferio izquierdo se fijé en
paraformaldehido (PFA) al 4% preparado en buffer fosfato (PB) 0,1M (pH 7,4), durante una noche a 4°C.
Luego de 24 h, los cerebros se conservaron en una solucidn crioprotectora de 30% de etilenglicol y 30%
de sacarosa, en PB 0,1 M (pH 7,4) a -20°C, hasta su uso para inmunohistoquimica (IHQ). Para ello, el
hemisferio izquierdo se corté coronalmente en secciones de 40 pm de grosor con un vibratomo (VT1000S;
Leica Microsystems), separando los cortes en seis series. En estas series el hipocampo dorsal se
encontraba representado entre 5y 7 cortes; cada serie fue utilizada para distintos experimentos de IHQ.
En el hemisferio derecho, el hipocampo y la corteza fueron disecados y almacenados a -80 °C para su
posterior uso en Western Blot (WB).

Para llevar a cabo el objetivo 6, la eutanasia de las ratas se llevé a cabo mediante perfusién
intracardiaca utilizando una bomba peristaltica (Gilson). Los animales se anestesiaron con xilacina y
ketamina, y se expuso la region toracica y la cavidad peritoneal para acceder al corazdn. Luego, se canulé
el ventriculoizquierdo (con aguja 18 G), y se efectud un pequefio corte en la auricula derecha para permitir
el drenaje del sistema vascular al final del circuito. Durante la perfusion, la bomba peristdltica impulsa el
fijador (PFA al 4%) que ingresa a la circulacién del animal por el ventriculo izquierdo, bafia los tejidos y
emerge por la auricula derecha. Se perfundié a una velocidad de 8.25 ml/min, primero pasando 200 ml
de PBS y finalmente, 250 ml de PFA 4%. Subsecuentemente, los animales se decapitaron con una
guillotina, el cerebro se disecé cuidadosamente y se dejé en solucion fijadora durante toda la noche. Al
dia siguiente los cerebros se transfirieron a la solucidn criopreservadora, se mantuvieron en ella durante
un minimo de 24 h a 4°C y luego se guardaron a -20°C hasta ser cortados para experimentos de
inmunofluorescencia (IF), como se describié para los cortes de IHQ
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3.5 Procesamiento de las muestras

3.5.1 Anticuerpos
A continuacidn, se detallan los anticuerpos utilizados para las técnicas de IHQ, IF y WB (Tabla 1)

Tabla 1: Lista de anticuerpos primarios y secundarios utilizados, y diluciones segtn sus aplicaciones. Abreviaturas: IHQ:
inmunohistoquimica; IF: inmunofluorescencia; WB: Western Blot; HRP: peroxidasa de rabano.

astrocitos

Epitope Marcaje Huésped Referencia Dilucion
IHQ IF WB
B-actina Control de carga Ratoén Santa Cruz Biotechnology, 1:1000
sc-47778

Residuos 672- | Péptido BA Ratoén Santa Cruz Biotechnology, 1:200

714 de APP sc-28365

Aktl Via de senalizacion | Ratdn Santa Cruz Biotechnology, 1:200
insulina/IGF1 sc-5298

Bassoon Proteina Raton Abcam, ab82958 1:800
presindptica

DCX Neuronas Cabra Santa Cruz Biotechnology, | 1:1000
inmaduras sc-8066

GAD 65/67 Enzima Ratén Santa Cruz Biotechnology, 1:200
sintetizadora de sc-365180
GABA

GAPDH Control de carga Raton Millipore, MAB374 1:10000

GFAP Astrocitos Conejo DAKO, 720334 1:1500

GFAP-cy3 Astrocitos Raton Sigma Aldrich, C9205 1:5000

GLT1 Transportador de Conejo Anticuerpo del grupo de la 1:2000
GLU en astrocitos Dra. Carole Escartin

Homer Proteina Conejo Synaptic System, #160003 1:400
postsinaptica

Ibal Microglia Conejo Wako Chemicals, #016- | 1:1000

20001

IGF1Ra Subunidad a del Raton Santa Cruz Biotechnology, 1:200
receptor de IGF1 sc-463

IGF1R B Subunidad B del Raton Santa Cruz Biotechnology, 1:200
receptor de IGF1 sc-390130

iNOS Oxido nitrico | Ratén Sigma-Aldrich, N9657 1:500
sintasa inducible

Kir 4.1 Canal de K' en | Conejo Alomone labs APC_0.35 1:3000
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Epitope Marcaje Huésped Referencia Dilucion
IHQ IF WB
NeuN Neuronas maduras | Raton Millipore, MAB377 1:850
nNOS Oxido nitrico Conejo BD Transduction 1:150
sintasa neuronal Laboratories, #610310
pAkt (Ser473) | Enzima Akt Raton Santa Cruz Biotechnology, 1:200
fosforilada sc-293125
PSA-NCAM Neuronas Ratén Chemicon, AB5324 1:600
inmaduras
PSD95 Proteina Raton Santa Cruz Biotechnology, 1:200
postsinaptica sc-32290
pTau (Ser396) | Tau fosforilada Conejo Santa Cruz Biotechnology, 1:200
sc-101815
pTau (Thr231) | Tau fosforilada Raton Thermo Fisher Scientific, 1:500
(AT180) #MN1040
STAT3a Via de sefalizacion | Conejo Cell Signalling, #8768p 1:500
JAK/STAT3
Sv2 Proteina Ratén Developmental Studies 1:300
presindptica Hybridoma Bank, SV2
Syt2 Proteina Ratén Developmental Studies 1:150
presindptica Hybridoma Bank, Znp-1
Vinculina Control de carga Ratén Santa Cruz Biotechnology, 1:200
sc-73614
Tau Proteina asociada a | Raton Developmental Studies 1:150
microtubulos Hybridoma Bank, 5A6
IgG raton Anticuerpo 2 Cabra Vector Laboratories, BA- 1:300
biotinilado 9200
IgG conejo Anticuerpo 2 Cabra Vector Laboratories, BA- 1:300
biotinilado 1000
IgG cabra Anticuerpo 2 Caballo Vector Laboratories, BA- 1:300
biotinilado 9500
IgG raton Anticuerpo 2°-HRP | Cabra Jackson Immuno Research 1:20000
Laboratories,  #115-035-
003
IgG conejo Anticuerpo 2™°-HRP | Cabra Thermo Fisher Scientific, 1:5000
#32460
IgG raton Anticuerpo 2"°- Cabra Invitrogen 1:1000

AlexaFluor
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Epitope Marcaje Huésped Referencia Dilucion

IHQ IF wB

IgG conejo Anticuerpo 2"°- Burro Invitrogen 1:1000
AlexaFluor

3.5.2 Inmunohistoquimica

Para cada experimento de IHQ, se seleccionaron los cortes de interés de una de las seis secciones
seriadas. Los cortes coronales fueron lavados en solucion de lavado (albimina de suero bovino [BSA] al
10%, Triton X-100 al 0,4%, PB 0,1 M) para eliminar excedentes de la solucién criopreservadora. Luego, se
realizd un paso de bloqueo de la enzima peroxidasa endégena (50% metanol, 10% H,0, 30 vol, 15 min a
temperatura ambiente) y un bloqueo general del tejido para evitar uniones inespecificas con los
anticuerpos (10% suero normal de caballo, 1% BSA, 1 h a temperatura ambiente). Tras una incubacion de
una noche a 4°C con el anticuerpo primario (anticuerpos y diluciones en Tabla 1), las secciones se
incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente, conjugado a biotina, durante 120 min.
Posteriormente, se enjuagaron e incubaron con el complejo avidina-biotina-peroxidasa (1:500; Vector
Laboratories, Cat#PK-6100) durante 90 min, o con streptavidina-HRP (1:2000; Abcam, ab740) durante 15
min. Finalmente, las secciones se incubaron durante 5 min con 3,3-diamino benzidinetretrahidrocloruro
(Nacalai Tesque Inc, Lot. M4M3918, #110-09) o VIP (Vector Laboratories, Cat#SK-4600) y la reaccién fue
cortada con el agregado de agua corriente. Las secciones se montaron y se contra tifieron con Nissl
(solucién de violeta de cresilo al 0,5 %) mediante una inmersion de los portaobjetos durante 15 s. A
continuacioén, los cortes fueron deshidratados en alcoholes (etanol y xilol) y montados con Balsamo de
Canada (Biopack, Cod. 1302.06) para su visualizacién en el microscopio. Los anticuerpos utilizados se
encuentran especificados en la Tabla 1.

3.5.3 Inmunofluorescencia

Las secciones se enjuagaron tres veces en PBS 0,1M, durante 10 min. A continuacion, se bloquearon
con suero normal de cabra (NGS) al 5% en PBS 0,1M y Tritén X-100 al 0,2% (PBST), durante 1h a
temperatura ambiente. Las secciones se incubaron durante una o dos noches (dependiendo el anticuerpo)
a 4°C con las soluciones de anticuerpos primarios diluidas en una solucién NGS al 3% en PBST (anticuerpos
y diluciones en Tabla 1). Posteriormente, las secciones se enjuagaron tres veces en PBS 0,1M, durante 10
min y se incubaron con anticuerpos secundarios fluorescentes apropiados en la misma solucién que los
anticuerpos primarios, durante 2 h a temperatura ambiente. A continuacion, se volvieron a repetir pasos
de lavado antes de incubar con el marcador fluorescente de nucleos DAPI (1:5000; Sigma, D9564) durante
15 min a temperatura ambiente. Finalmente, las secciones se montaron en portaobjetos SuperFrost™ Plus
Adhesion (Epredia, JI800AMNZ) con medio de montaje Fluorsave™(Calbiochem, #345789).

Excepciones a este protocolo se realizaron para el marcaje de STAT3a y de las proteinas sinapticas
Bassoon y Homer. Para STAT3a, las secciones se pretrataron con metanol al 100%, durante 10 min a -
20°C, y luego fueron enjuagadas y bloqueadas durante 1h en BSA al 3% preparada en PBST. A
continuacién, se incubaron con el anticuerpo primario anti-STAT3a preparado en el diluyente de
anticuerpos Signal Stain® (Cell signaling, #8112L), durante 72 h a 4°C. Después de enjuagues, los cortes se
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incubaron con el anticuerpo secundario apropiado diluido en BSA al 1% en /PBST, durante 2 h a
temperatura ambiente. Para la doble inmunofluorescencia de las proteinas sindpticas, los cortes fueron
lavados tres veces en PBS 0,1M durante 10 min, y luego permeabilizados con PBS 0,1M en Triton X-100 al
0,5% durante 15 min. A continuacién, se realizd una incubacion secuencial de los cortes con ambos
anticuerpos primarios, cada uno por 48 h a 4°C. Luego de la incubacién con los anticuerpos secundarios
correspondientes, los cortes se montaron con medio de montaje Vectashield (Vector Laboratories) y
fueron cubiertos con cubreobjetos de alta precision de 170 +5 um, N° 1,5H.

3.5.4 Obtencion y analisis de imagen

Las imagenes se obtuvieron de secciones seriadas a lo largo del eje antero-posterior del hipocampo
dorsal (Fig. 12), ubicado entre las coordenadas -2,92 mmy -4,68 mm desde el bregma (Paxinos & Watson,
2007). La obtencidon de imagenes de IHQ se realizd con un microscopio Olympus BX-51 acoplado a una
camara de video Olympus DP70 (Tokio, Japdn). La obtencién de mosaicos con fluorescencia se realizé con
un microscopio de epifluorescencia equipado con una platina motorizada (Leica DM6000, Nussloch,
Alemania). Para el analisis de STAT3 y de la colocalizacion de las proteinas Bassoon y Homer, se utilizé un
microscopio laser confocal (SP-8, Leica). El andlisis de imagen se llevd a cabo usando el software Image
ProPlus v5.1 (IPP, Media Cybernetics) y el software ImageJ (NIH).

3.5.4.1 Andlisis de neuronas maduras en el hipocampo

Una disminucién del area inmunorreactiva (IRA) de NeuN se establecié como criterio de
neurodegeneracioén. Para esta evaluacion, se utilizaron imagenes obtenidas con un objetivo de inmersién
(100X), de la capa granular del GD del hipocampo dorsal, de tres campos por seccion y por animal. Las
imagenes se segmentaron digitalmente utilizando el software Image ProPlus v5.1 (IPP, Media
Cybernetics). Para cada célculo, el fondo se determiné ajustando manualmente la ventana de densidad
del sistema hasta que sélo se seleccionaron las neuronas NeuN inmunomarcadas. Para cada animal, se
realizd la sumatoria del IRA de cada campo, y se normalizé por el nimero de secciones analizadas.

MPLA RSD
LA

mPD

SI1BE Rad

Figura 12: Corte coronal del cerebro de rata, imdgenes adaptadas del atlas “The Rat Brain in stereotaxic coordinates”.
Hemisferio izquierdo mostrando esquema del hipocampo dorsal, en coordenada -3,96 mm respecto al bregma (Paxinos &
Watson, 2007). Hemisferio derecho con tincion Nissl. Abreviaturas: CA1, Cornu Ammonis 1; CA2, Cornu Ammonis 2; CA3, Cornu
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Ammonis 3; GD, giro dentado; DH, Dentate Hilus; SLM, Stratum Lacunosum Moleculare; SR, Stratum Radiatum; SL, Stratum
Lucidum.

3.5.4.2 Volumen del SR y de la capa granular del GD

Con el fin de evaluar el volumen del Stratum Radiatum (SR) y de la capa granular del GD se realizé un
enfoque estereoldgico en cortes coronales del hipocampo dorsal. El volumen se estimé empleando el
método de Cavalieri (West & Gundersen, 1990) (volumen= t x JAi, en donde t es la distancia entre las
secciones y JAi representa la suma de areas de cada seccién). Las medidas fueron realizadas en imagenes
inmunomarcadas para NeuN o tefiidas con Nissl, ya que estos marcajes permiten visualizar bien las capas
piramidal y granular del hipocampo (Fig. 12), para delimitar las areas de interés. Para el SR, nuestra region
de interés se establecid como el drea delimitada por la capa piramidal CA1 como limite superior, el
Stratum Lacunosum Moleculare (SLM) como limite inferior y un ancho fijo de 520 um como limite lateral
cuyo punto medio fue el punto maximo de curvatura de la capa piramidal. Para la capa granular del GD,
se usaron imagenes del GD en mosaico adquiridas con un objetivo de 20x, y se seleccioné como regién de
interés (ROI) la capa granular en toda su extensién. La distancia de separacidon entre las secciones
muestreadas fue de 240 um en el eje anterior-posterior.

3.5.4.3 Andlisis de neuronas inmaduras en el hipocampo

La expresién de neuronas inmaduras en el GD se estudié mediante el marcaje de DCX y de la forma
polisialilada de la molécula de adhesion celular neural (PSA-NCAM). Se contabilizé el nimero de células
positivas (marca en el soma y en prolongacién principal) de ambos marcadores en el GD, mas
especificamente en la capa granular y la SGZ del mismo. El recuento se realizé ao vivo usando un objetivo
de inmersién (100x), en el microscopio Olympus BX-51. Para cada animal, se normalizd el nimero de
células contadas por la cantidad de secciones.

3.5.4.4 Andlisis de células microgliales

Las células microgliales se identificaron como células inmunorreactivas (ir) Ibal (lbal-ir). Para ello,
se cuantificaron tres campos del GD y del SR de CA1 correspondientes por seccion. Se utilizé una grilla
cuadrada de 22500 um? de drea superpuesta sobre imagenes calibradas tomadas con un objetivo de
inmersion (60x), y se contaron las células dentro del drea de la grilla. Se tomaron como limites de inclusién
las lineas inferior y derecha, y como limite exterior las lineas superior e izquierda. El recuento total de
células se normalizé por el nimero de secciones analizadas. Adicionalmente, se obtuvo el porcentaje de

células Ibal positivas reactivas y no reactivas, clasificdndolas morfolégicamente como tipos I, 11, lll, IVy V
(Fig. 13), basandose en criterios previamente documentados (Diz-Chaves et al., 2012). Los tipos I, Il y Il

se clasificaron como glia no reactiva, mientras que los tipos IV y V se tomaron como glia reactiva.

3.5.4.5 Andlisis de células astrogliales (inmunohistoquimica)

Para el andlisis de células astrogliales, se utilizaron imagenes calibradas obtenidas con objetivo de
inmersién (100x). Con el fin de estimar el area ocupada por los cuerpos y procesos celulares, los astrocitos
GFAP-ir se segmentaron como se describié anteriormente para el andlisis de las neuronas maduras. Para
cada animal, la suma de las dreas inmunorreactivas se dividié por el nimero de secciones.
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Para estudiar la complejidad de procesos astrogliales, los astrocitos GFAP-ir se evaluaron mediante
el andlisis de Sholl (Sholl, 1953). El analisis de Sholl realiza el recuento del nimero de procesos que
intersecan con los circulos concéntricos a distancias iguales (5 um) de un diagrama que se centra en el
soma de la célula (Fig 29C). De cada rata, se eligieron 25 astrocitos al azar. Se contaron los procesos
primarios de cada célula (es decir, las prolongaciones que emergen directamente del soma) y las imagenes
se convirtieron en monocromaticas de 8 bits y se analizaron mediante el plugin de andlisis Image J Sholl,
disponible en https://sites.imagej.net/Sholl Analysis/. De esta forma, el software contabilizé el nimero
de intersecciones de los procesos por anillo (/). Adicionalmente, se estimé la longitud total de los procesos
mediante la suma de los valores de i para cada anillo multiplicado por 5 (distancia entre anillos).

Por otro lado, se realizé el recuento de las células positivas para GFAP, utilizando una grilla cuadrada

de 2500 um? de &drea superpuesta sobre las imagenes. Se tomaron como limites de inclusién la lineas
inferior y derecha, y como limite exterior las lineas superior e izquierda. Para cada animal, se normalizoé el
numero de células contadas por la cantidad de secciones.
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Figura 13: Clasificacion morfolégica de las células Iba-ir: Tipo |, células con pocos procesos celulares (dos o menos); Tipo I,
células que muestran cuatro ramificaciones cortas; Tipo Ill, células con numerosos procesos celulares y un soma pequefio; Tipo
IV, células con somas grandes y procesos retraidos y engrosados y Tipo V, células con cuerpo celular ameboide, numerosos
procesos cortos e intensa inmunotincidn contra Ibal. Imagen adaptada de Diz-Chaves et al., 2012.

3.5.4.6 Andlisis de mosaicos de proteinas astrocitarias: GFAP, Kir 4.1 y GLT1 (inmunofluorescencia)

El nivel de expresion de GFAP (Fig. 4b), Kir4.1 (Fig. 4c) y GLT1 (Fig 4d) se cuantificé como intensidad
de fluorescencia en imagenes en mosaico adquiridas con un objetivo de 10x. Para ello, se destinaron tres
series distintas de cortes coronales para cada IF. Se utilizé la herramienta de ROl en Image) para dibujar
tres regiones en cada imagen y en ambos hemisferios, correspondientes al GD, CA1 y CA3 (Fig. 14A). La
sefial de intensidad media en cada regidn se extrajo con Image J. La sefial de intensidad de fondo se midio
en regiones no tefiidas de la misma seccién y se la sustrajo a la sefial total del fluoréforo de interés.

3.5.4.7 Andlisis de expresion de STAT3 en los nucleos astrociticos

Para evaluar la activacion de STAT3 (es decir, su translocacidon al nucleo) en los astrocitos, se
adquirieron imagenes con un microscopio confocal de las secciones marcadas para GFAP/STAT3/DAPI,
con un objetivo de inmersion (40x), en el Hilus del GD, en el SR de CAl y en el SL de CA3 (3 secciones
cerebrales por rata, 1 campo por region, 10 planos focales en Z de 1 um, proyecciones maximas). Debido
a la gran cantidad de células en las imagenes del Hilus, se utilizé la herramienta Grid en Image) para
superponer una grilla cuadriculada de 5000 pm? sobre la imagen, de manera de realizar un muestreo
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aleatorio al seleccionar las células ubicadas en cuadrados intercalados de la grilla. Los tres canales de las
imagenes se separaron, y se utilizé la herramienta de ROl en ImagelJ para dibujar regiones alrededor de
los nucleos de astrocitos GFAP* en el canal DAPI, y estas regiones fueron utilizadas para medir su valor
medio individual de escala de gris en el canal de STAT3 (Fig 15). Se analizaron aproximadamente 60
astrocitos por rata y regién.

Figura 14: Inmunofluorescencia para GFAP, Kir4.1 y GLT1 en el hipocampo dorsal. Esquema adaptado del Atlas “The Rat Brain
in stereotaxic coordinates” (Paxinos y Watson, 1998) mostrando en amarillo la region analizada de CA1, en verde la region
analizada de CA3 y en rosa la region analizada del GD (A). Imagenes representativas de mosaicos de GFAP (B), Kir 4.1 (C) y GLT1
(D). Barra de escala: 500 pum.

Figura 15: Ejemplo de seleccion de nicleos de astrocitos. ROls en el canal de GFAP (A), de DAPI (B), de STAT3 (C) y superposicidn
de canales (D). El valor medio de escala de gris de cada ROl fue medida en el canal de STAT3. Barra de escala: 10 um.

3.5.4.8 Andlisis de colocalizacidn sindptica

Para estudiar la integridad de la sinapsis, se evalud la colocalizacién de la proteina presindptica
Bassoon con la proteina postsindptica Homer. Se adquirieron imagenes con un microscopio confocal
utilizando un objetivo de inmersién (63x + 3x) en el Hilus del GD, y en el SR y SL de CA3 (3 secciones de
cerebro por rata, 1 campo por region, 26 planos focales en Z de 0,2 um). A continuacién, se realizdé una
deconvolucidn de las imagenes utilizando el software AutoQuant. Las imagenes deconvolucionadas se
segmentaron en Imagel. Para ello, primero se utilizé la herramienta “Bleach correction”, con método de
ajuste exponencial, para corregir el fotoblanqueo observado en el stack de imagenes. Luego se procedid
a binarizar las imagenes utilizando el algoritmo Otsu. A continuacidn, se utilizé el plugin 3D Fast Filters
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(parte del 3D Imagel Suite) para la deteccidon de objetos con mdaximos locales y el analisis 3D de la
distribucién de intensidad alrededor de los maximos. Con las imagenes segmentadas, se utilizé el plugin
DiAna desarrollado por Gilles et al., 2017 para realizar un analisis espacial en 3D para la colocalizacién.

3.5.5 Western blot

Para obtener lisados de proteinas, los hemi-hipocampos derechos fueron homogeneizados con
buffer RIPA (NaCl 150 mM, Triton X-100 1%, deoxicolato de sodio 0,5%, SDS 0,1%, Tris-HCI 50 mM pH 8, e
inhibidores de proteasas y fosfatasas, pH 7,4) previamente enfriado. Luego de centrifugar a 13000 rpm
durante 15 min a 4°C y recolectar el sobrenadante, la concentracién de proteinas se midié mediante el
ensayo de proteinas de Bradford (Coomasie Brillant Blue G al 1% p/v, etanol al 95%, y acido fosférico al
85%), midiendo absorbancia a 595 nm. Se utilizd una curva estandar de BSA (concentraciones entre 0,1-1
mg/ml). Las muestras se alicuotaron y se almacenaron a -80°C hasta su uso.

Se separaron cantidades iguales de proteinas (50 pg) de cada muestra en un gel SDS-PAGE al 10%, y
se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Cat#1620115, Bio-Rad Laboratories). La migracion de
proteinas y su transferencia a la membrana se comprobd sistematicamente utilizando rojo Ponceau. Las
membranas se bloquearon en leche descremada al 5% en solucidn salina tamponada con Tris/Tween-20
(TBS-T) durante 1 h a temperatura ambiente y luego se incubaron durante toda la noche, en agitacién
constante y a 4°C con anticuerpos primarios detallados en la Tabla 1. A continuacién, las membranas se
incubaron con el correspondiente anticuerpo secundario acoplado a la enzima peroxidasa HRP durante 3
h a temperatura ambiente. Tras el lavado con TBS-T, la visualizacion de la membrana se realizé con el
sustrato quimioluminiscente Super Signal West Pico PLUS Chemiluminescent substrate (Thermo Fisher
Scientific, #34577) utilizando Chemidoc Image Station (Bio-Rad, Hercules, CA). La densidad dptica relativa
de las bandas de proteinas se analizé utilizando el software Imagel.

3.6 Disefio experimental Objetivo 1

Para caracterizar el efecto de la STZ-icv en ratas macho a corto y largo plazo, después de 25 y 95 dias
de su administracidn, respectivamente, se utilizaron los datos generados por nuestro grupo y publicados
en Zappa Villar et al., 2018, 2020.

Para el experimento de STZ-icv a corto plazo, una semana antes de la inyeccién de STZ, se implanté
icv una canula en todos los animales. Luego, en el dia experimental (DEx) O, los animales fueron divididos
aleatoriamente formando tres grupos de seis animales cada uno, Sham y STZ1 (inyectados con 1mg/kg) y
STZ (inyectados con 3 mg/kg). Para este estudio se analizaron los datos de los grupos Sham y STZ (3mg/kg),
ya que la dosis menor de STZ no fue seleccionada para reproducir el modelo en los experimentos
subsiguientes. Se inyectd LCRa o STZ, respectivamente, como se detalla en la seccion 3.4.2. Dos semanas
post inyeccidon de STZ, se realizaron las pruebas de memoria (LB y test RO). El ultimo dia (DEx 25) se
procedié a la eutanasia de todas las ratas mediante rapida decapitacion (Fig. 16A).

Para el experimento de STZ-icv a mediano plazo, en el DEx 0, los animales se dividieron
aleatoriamente en tres grupos de siete animales cada uno: Sham, STZ y STZ+MSC. Para este estudio se
analizaron los datos de los grupos Sham y STZ, los cuales fueron inyectados con LCRa o STZ,
respectivamente. Luego de 86 dias post inyeccidn de STZ, se dio inicio a pruebas de comportamiento,
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entre ellas el LB y el test RO. Los resultados del resto de las pruebas (CA y MB), no fueron seleccionados
para este objetivo (y no se incluyen en la figura 16B), a efectos de realizar una comparacion con los grupos
del experimento a corto plazo. Finalmente, se realiz6 la eutanasia de los animales en el DEx 95 por
decapitacion rapida (Fig 16B).
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Figura 16: Disefio experimental de los experimentos a corto y a largo plazo con STZ-icv. En el DEx O, se inyectd STZ o LCRa (icv).
En el DEx 13 se realizo el test de LB (protocolo de 5 dias), y del DEx 22 al 24 se llevé a cabo el RO (protocolo de 3 dias); finalmente
las ratas se sacrificaron en el DEx 25 (A). En el DEx 0, se inyectd STZ o LCRa (icv). En el DEx 85 se inici con el test RO (protocolo
de 3 dias) y desde el DEx 88 al 92 se realiz6 el test de LB (protocolo de 5 dias); finalmente las ratas se sacrificaron en el DEx 95 (B).

3.7 Disefio experimental Objetivo 2

Para el experimento de terapia génica con IGF1 (Zappa Villar et al., 2021), en el DEx 0 la cohorte se
dividié aleatoriamente en tres grupos experimentales, de siete ratas macho cada uno: Sham, STZ y
STZ+IGF1. Las ratas fueron anestesiadas y sometidas a cirugia cerebral en un marco estereotdxico parala
inyeccion icv de STZ o LCRa. Luego de seis dias, el grupo STZ + IGF1 recibid icv 5x108 ufp del vector RAd-
IGF1, mientras que el resto de los animales recibieron nuevamente LCRa. Tras la cirugia, se inyectd una
dosis Unica de ampicilina intraperitoneal. Dos semanas post STZ-icv se inicid a una bateria de test
comportamentales, como se detalla en la figura 17. En el DEx 24, se procedio a realizar la eutanasia de
todas las ratas por decapitacion rapida y se extrajeron rapidamente los cerebros para su posterior analisis.
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Figura 17: Disefio experimental de la terapia génica con IGF1. En el DEx 0, se inyectd STZ o LCRa (icv). En el DEx 6, el grupo
STZ+IGF1 recibid icv RAd-IGF1. A partir del DEx 13 se iniciaron los test de comportamiento, comenzando por el MB. El test RO se
realizé en los DEx 15y 16. Posteriormente, desde el DEx 17 al 21, los animales fueron sometidos a la prueba del LB. Cémo ultima
prueba, se llevd a cabo el test de NF en los DEx 22 y 23. Finalmente, en el DEx 24 se sacrificaron las ratas (EUT) y se extrajeron los
cerebros para su analisis.

3.8 Disefio experimental Objetivo 3

Para el experimento de terapia génica con timulina, la cohorte se dividié aleatoriamente en tres
grupos experimentales, de ocho ratas macho cada uno: Sham, STZ, y STZ+FTS. En el DEx O, las ratas fueron
anestesiadas y sometidas a cirugia cerebral en un marco estereotaxico para la inyeccién icv de STZ o LCRa.
Durante el experimento, el grupo STZ+FTS recibidé dos inyecciones im, en los DEx 5 y 45 del vector RAd-
metFTS. Luego de 79 dias post STZ-icv, se inicid una bateria de test comportamentales como se detalla en
figura 18. Finalmente, se procedid a la eutanasia de todas las ratas 3 meses después de la inyeccién STZ
por decapitacidn rdpida. Se extrajeron rapidamente los cerebros para su posterior analisis.
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Figura 18: Disefio experimental de la terapia génica con timulina. En el DEx 0, se inyectd STZ o LCRa (icv). En los DEx 5y 45, el
grupo STZ + FTS recibié una inyeccién intramuscular del vector RAd-metFTS. En el DEx 79 se realizd la prueba MB. EI CAy el RO se
realizaron en los DEx 80 a 82. Posteriormente, en los DEX 83 a 87, los animales fueron sometidos a la prueba del LB. Cémo ultima
prueba, se llevd a cabo el test NF en los DEx 88 y 89. Por ultimo, en el DEx 90 se sacrificaron las ratas (EUT) y se extrajeron los
cerebros para su andlisis.

3.9 Disefio experimental Objetivo 4

Ratas macho de 3 meses de edad se dividieron aleatoriamente en tres grupos experimentales, de
siete ratas macho cada uno: Sham, STZ, STZ+Sc, STZ+Sc(IGF1). En el DEx 0 las ratas fueron anestesiadas y
sometidas a cirugia cerebral en un marco estereotaxico para la inyeccién icv de STZ o LCRa. Diechiocho
dias después de la cirugia se iniciaron las instilaciones intranasales, que fueron realizadas cada un
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intervalo de 4 o 5 dias, durante dos meses (hasta el DEx 77). Tres dias después de la ultima instilacion
intranasal, se realizaron a varias pruebas de comportamiento, como se detalla en la figura 19. Finalmente,
se realizd la eutanasia de todas las ratas 3 meses después de la inyeccion de STZ por decapitacién rapida.
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Figura 19: Diseno experimental de la terapia celular con Sc de MSC. En el DEx 0, se inyecté STZ o LCRa (icv). Desde el DEx 18 al
77, los animales fueron anestasiados con isoflurano durante catorce oportunidades diferentes, para realizar las instilaciones
intranasales de Sc de MSC. A partir del DEx 80 se iniciaron los test de comportamiento, comenzando con el MB. En el DEx 81 se
realizd el test de CA, y en los dos dias siguientes el test RO. La prueba de LB se realizé desde el DEx 84 hasta el 88 y finalmente se
realizo el test NF en los DEx 89 y 90. Por ultimo, la eutanasia de los animales se llevé a cabo el DEx 91, luego de la cual se extrajeron
los cerebros para su posterior analisis

3.10 Disefio experimental Objetivo 5

Se utilizaron ratas hembra de 2,5 meses de edad. Dos semanas antes de la cirugia estereotaxica, la
mitad de las ratas fueron ovariectomizadas (OVX), mientras que el resto mantuvo sus ovarios intactos
(Sham). En el DEx 0, al cumplir los 3 meses de edad, las ratas fueron anestesiadas y sometidas a inyeccién
icv para la administracion de STZ o de LCRa, de manera que se dividieron en cuatro grupos experimentales,
de ocho animales cada uno: Sham+LCRa, Sham+STZ, OVX+LCRa y OVX+STZ. Los grupos Sham+STZ y
OVX+STZ recibieron STZ-icv a una dosis de 3 mg/kg, al igual que en experimentos previos con machos. Los
grupos Sham+LCRa y OVX+LCRa recibieron 5 ul de LCRa. Durante las dos ultimas semanas hasta el final
del estudio, se realizé una bateria de test comportamentales, como se indica en la figura 20. Finalmente,
treinta dias post STZ-icv se realizé la eutanasia de todas las ratas por decapitacién rapida.
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Figura 20: Disefio experimental de la evaluacion del efecto de STZ-icv en ratas hembra. En el DEx -14, la mitad de las ratas fueron
ovariectomizadas, mientras que el resto fueron dejadas con sus ovarios intactos. Dos semanas después (DEx 0), se inyectd STZ-
icv a la mitad de las ratas OVX y a la mitad de las ratas Sham, mientras que el resto de los animales recibié LCRa. En el DEx 15 se
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inicio con la bateria de test comportamentales organizados en el siguiente orden: MB, CA, RO, LB, y NF. Luego de treinta dias post
STZ-icv se realizo la eutanasia (EUT) de los animales y extraccidn de cerebros para su posterior analisis.

3.11 Disefio experimental Objetivo 6

Se utilizaron ratas macho y hembras de la misma edad. Dos semanas previas a la inyeccién de STZ-
icv, la mitad de las ratas hembra fueron ovariectomizadas (llamadas OVX) mientras que el resto fueron
dejadas con sus ovarios intactos (llamadas hembras). Luego de 14 dias, en el DEx 0, cuando todas las ratas
cumplieron 3 meses de edad, los animales se dividieron en los siguientes grupos experimentales: i)
machos+LCRa, ii) machos+STZ, iii) hembras+LCRa, iv) hembras+STZ; v) OVX+LCRa, vi) OVX+STZ. De esta
manera, la mitad de los machos, de las hembras y de las ratas OVX recibieron STZ-icv, mientras que la otra
mitad LCRa. Dos semanas luego de la cirugia estereotdxica, se realizd una serie de test comportamentales
como se indica en la figura 21. Finalmente, en el DEx 25 se realizd la eutanasia de todas las ratas por
perfusidn intracardiaca.
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Figura 28: Diseio experimental de la comparacion del modelo STZ-icv entre machos y hembras. En el DEx -14, la mitad de las
ratas fueron ovariectomizadas (OVX), el resto dejadas con sus ovarios intactos (Hembras) y los machos dejados sin intervenir.
Dos semanas después (DEx 0), todas las ratas de ambos sexos se inyectaron STZ o LCRa. En el DEx 14 se inicidé con los tests
comportamentales organizados en el siguiente orden: MB, LB, y NF. Luego de veinticinco dias post STZ-icv se realizé la eutanasia
(EUT) de los animales y extraccidn de cerebros para su posterior analisis.

3.12 Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como media + SEM. Los andlisis estadisticos se realizaron con el
programa GraphPad Prism 9.4.1 (San Diego, CA, EE.UU.) e Infostat (versidn 2020, Centro de Transferencia
InfoStat, FCA, Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina). De manera general, en primer lugar, se
corrobord el cumplimiento de los supuestos necesarios para realizar las diferentes pruebas estadisticas.
Para ello, se evalud la normalidad de los residuos y la homocedasticidad, graficamente (mediante graficos
Q-Q plot y graficos de densidad de puntos de los residuos estudiantizados vs. los valores predichos), y
mediante las pruebas de Shapiro-Wilk modificado y Levene, respectivamente. Cuando los datos no
cumplieron los supuestos, se aplicoé una transformacién logaritmica (en el caso de las canicas enterradas
en el test de MB), o de raiz cuadrada (en el recuento de neuronas PSA-NCAM-ir), para lograr la normalidad
y homocedasticidad de los datos. Se estableciéd un nivel de significancia de a = 0,05 y se considerd
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significativo un valor de p< 0,05. Cuando el andlisis de la varianza (ANOVA) fue significativo, se realizé la
prueba post hoc de Tuckey para identificar diferencias entre los grupos experimentales.

Particularmente, para el objetivo 1, se utilizo el test t de Student para comparar las medias de los
grupos Sham y STZ en los distintos parametros comportamentales y en la expresion de las proteinas
evaluadas mediante WB. Para los resultados del test RO, se realizé un t-test pareado ya que se compard
la exploracidn de los objetos familiar y novedosos para el mismo grupo. Para analizar el peso corporal, se
realizd un ANOVA de dos factores con medidas repetidas, teniendo en cuenta el factor STZ y el factor
tiempo (en dias). También se realiz6 ANOVA de dos factores con el fin de examinar el efecto de la STZ y
del tiempo post STZ, sobre el IRA de GFAP, la longitud de los procesos y el niUmero de procesos primarios
de los astrocitos, el recuento de células GFAP e Ibal-ir, el porcentaje de células Ibal reactivas, y el
volumen del SR de CA1. Para dicho andlisis, las comparaciones entre los grupos Sham 25dias y STZ 95dias,
y Sham 95dias y STZ 25 dias, no fueron tenidas en cuenta ya que no aportan informacion relevante para
el analisis acorde al objetivo del estudio. El analisis de Sholl de los astrocitos fue analizado mediante un
ANOVA de tres factores con medidas repetidas para evaluar el efecto de la STZ, del tiempo post STZy de
la distancia al soma sobre el nimero de intersecciones de los procesos, una medida de arborizacién
celular.

Para los objetivos 2, 3 y 4, los resultados fueron analizado mediante ANOVA de un factor, excepto
para el andlisis de Sholl realizado en el objetivo 3, para el cual se utiliz6 un ANOVA de dos factores con
medidas repetidas, con el fin de evaluar el efecto del tratamiento y de la distancia al soma.
Adicionalmente, para el objetivo 2 se realizd un analisis de correlacién de Pearson, graficando los
resultados en una matriz que opone las variables de comportamiento a parametros relacionados a
neuronas: neuronas maduras e inmaduras, y niveles de expresidn de pTau/Tau y proteinas sindpticas.

Para el objetivo 5, se realiz6 un ANOVA de tres factores con medidas repetidas para examinar el
efecto de la OVX, la STZ y del tiempo sobre el peso corporal, seguido de la prueba post hoc de Tukey. La
ganancia de peso corporal 8 dias después de la inyeccién de STZ se analiz6 mediante un ANOVA de dos
factores para evaluar el efecto de OVX y STZ en la recuperacidon de peso. Para las pruebas RO, se
examinaron los estadisticos de columna (prueba t de una muestra) comparando el I.D. con el nivel de azar
(0). Se utiliz6 ANOVA de dos vias seguido de la prueba post hoc de Tukey para analizar el efecto de los
tratamientos OVX y STZ sobre las restantes variables conductuales y estereoldgicas. Las comparaciones
entre los grupos Sham+STZ y OVX+LCRa no fueron tenidas en cuenta ya que no aportan informacién
relevante para el analisis acorde al objetivo del estudio.

Para el objetivo 6, todos los datos fueron analizados mediante ANOVA de dos factores, considerando
el tratamiento de STZ como un factor, y el sexo (machos, hembras y hembras ovariectomizadas) como
otro factor. Del test de comparaciones multiples se obtuvieron 15 comparaciones, no todas relevantes
para el andlisis y la interpretacion de los resultados segun los objetivos planteados. Las comparaciones
qgue fueron tenidas en cuenta ya que aportan informacion relevante para la interpretacion de los
resultados son:

Machos+LCRa y Machos+STZ; Machos+LCRa y Hembras+LCRa; Machos+STZ y Hembras+STZ;
Machos+LCRa y OVX+STZ; Hembras+LCR y Hembras+STZ; Hembras+LCR y OVX+LCRa; Hembras+LCR vy
OVX+4STZ; OVX+LCR y OVX+STZ
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4 Capitulo IV: Caracterizacion del modelo de STZ-icv en ratas macho a 25y
95 dias post inyeccion

4.1 Objetivo
Caracterizar el modelo de EAe generado mediante inyeccidn de STZ-icv en ratas macho, a los 25y 95
dias post inyeccion de STZ (modelo de corto y mediano plazo, respectivamente). Evaluar: memoria, y

expresidn de proteinas marcadoras de EA, microglia reactiva, astrocitos reactivos, y morfometria, en el
hipocampo.

4.2 Resultados

4.2.1 Descenso en el peso corporal por inyecciéon de STZ-icv

Se realizaron dos experimentos independientes, en el cual se evalud el efecto de la STZ-icv hasta los
25 dias y 95 dias posterior a su inyeccidon (experimento de corto y mediano plazo, respectivamente).
Periddicamente, los animales fueron pesados hasta el dia de la eutanasia. En ambos casos, la inyeccion de
STZ provocd un descenso del peso corporal de los animales hasta aproximadamente una semana post
inyeccidn, tiempo después del cual comenzaron a ganar peso (Fig. 22). En el experimento de 25 dias, la
diferencia entre los grupos STZ y Sham fue significativa entre los dias 5 y 15 post inyeccién, dejando de
serlo hacia el final del experimento (Fig. 22A) (ANOVA de dos factores con medidas repetidas; factor STZ:
Fa, 10= 11,51, p=0.0069; factor tiempo: Fu1, 110=79,99, p<0,0001; interaccidn: Fu1, 110=10,44, p<0,0001).
Para el experimento de 95 dias, si bien la diferencia de peso corporal entre ambos grupos no fue
significativa, se observé una marcada disminucion en este pardmetro post STZ-icv (Fig. 22B). En ambos
casos, la pérdida de peso no fue causada por la intervencion quirugica per se, ya que los animales del

grupo control que fueron anestesiados e inyectados con LCRa, mostraron un aumento de su peso después
de la estereotaxia.
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Figura 22: Descenso temporal del peso corporal post STZ-icv. El peso corporal de todas las ratas se registrd a lo largo del
experimento de corto plazo (25 dias post STZ) (A), y de mediano plazo (95 dias post STZ) (B), y en ambos casos la STZ provoco
pérdida de masa corporal con posterior recuperacién. Los datos se analizaron mediante ANOVA de dos factores con medidas
repetidas y se expresaron como media = SEM. *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001, ****p <0,0001.
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4.2.2 Alteraciones de memoria en el modelo de STZ-icv
4.2.2.1 Deterioro en la memoria espacial

Para evaluar el efecto de la STZ-icv sobre la memoria espacial, clave para modelos de EA, se realizé el
LB. En el experimento de corto plazo, los animales tratados con STZ mostraron deterioro de la memoria
espacial evidenciado por un incremento en el tiempo para encontrar el agujero meta (Fig. 23A) (t-test de
Student p=0,0442) y en los errores cometidos con respecto al control (Fig. 23B) (t-test de Student
p=0,0211). Ademas, el grupo STZ exploré menos el GS de la plataforma (Fig. 23C) (t-test de Student
p=0,0186), y el agujero conectado a la caja de escape (agujero 0) (Fig. 23D) (t-test de Student p=0,0300).
En el experimento de 95 dias, si bien se observan las tendencias esperadas, el grupo STZ no tuvo
diferencias significativas respecto al Sham en la latencia (Fig. 23E) ni en las exploraciones del GS, aunque
en este ultimo parametro se obtuvo un p-valor marginal (0,0549) (Fig. 23G). Sin embargo, la inyeccién de
STZ produjo un aumento significativo de los errores cometidos (Fig. 23F) (t-test de Student p=0,0115), y
menor exploracidn del agujero O (Fig. 23H) (t-test de Student p=0,0261). Estos resultados demuestran que
la memoria espacial estd afectada en este modelo de EAe ya sea evaluada a corto o mediano plazo.
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Figura 23: Deterioro de la memoria espacial en el modelo de STZ-icv. Graficos A-D corresponden al experimento de corto plazo
(25 dias post STZ), mientras que graficos E-H corresponden al experimento de mediano plazo (95 dias post STZ). Los parametros
mostrados corresponden a cuantificaciones realizadas el Gltimo dia del test de LB, en la prueba de memoria (PT), y muestran que
la STZ afecta a la performance de los animales durante el test. Los datos se analizaron con t-test de Student y se expresaron como
media + SEM. *p <0,05.

Para comparar los resultados de ambos experimentos y evaluar si la STZ impacta de forma diferente
en el comportamiento de los animales segun el tiempo de evaluacién, es decir el tiempo post STZ, se
analizaron los datos de los cuatro grupos experimentales mediante un ANOVA de dos factores: tratamiento
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(factor STZ) y tiempo. De esta forma encontramos que en la latencia al agujero meta, no hubo diferencias
significativas entre los grupos control ni entre los grupos STZ (Fig. 24A). Lo mismo fue observado para los
errores cometidos, aunque en este parametro la diferencia entre Sham y STZ reportada anteriormente
para el experimento de 25 dias, se mantuvo significativa (no asi la diferencia de 95 dias) (Fig. 24B) (ANOVA
de dos factores; factor STZ: F1,22=15,55, p=0,0007; factor tiempo: F1, 22=0,0461, p=0,8329; interaccion: Fg,
22=0,1844, p=0,6718). Las diferencias encontradas para las exploraciones del GS y del agujero meta
terminaron volviéndose no significativas al analizar los cuatro grupos juntos (Fig. 24C, D), aunque en
ambos casos el factor STZ fue significativo, con una interaccién no significativa (p-valor > 0,05) (ANOVA de
dos factores; factor STZ [frecuencia GS]: F1,22=10,19, p=0,0042; factor STZ [%exploraciones agujero 0]: Fy,
22=12,24, p=0,002).

En conclusidn, si bien la STZ-icv afectd la memoria espacial en ambos experimentos (Fig. 23), la
comparacién de ambos tiempos sugiere que el efecto de la droga es mds marcado a corto plazo en vez de
mediano plazo post inyeccion icv.
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Figura 24: Comparacion de los resultados de memoria espacial entre 25 y 95 dias post STZ. Las diferencias significativas
encontradas al analizar los experimentos individualmente se perdieron al evaluar el desempeio de los cuatro grupos
experimentales en la latencia a encontrar el agujero 0 (A), la frecuencia de exploracion del GS (C), y porcentaje de exploracidn
del agujero 0 (D). Sin embargo, a 25 dias post STZ, las ratas inyectadas cometieron significativamente mas errores que su grupo
control(B). El esquema muestra la plataforma usada durante el test, con el sector meta (GS) comprendido por los agujeros -1, 0
y 1. Los datos se analizaron mediante ANOVA de dos factores y se expresaron como media + SEM. *p <0,05

4.2.2.2 Deterioro en la memoria de reconocimiento de objeto

La memoria de reconocimiento de objeto fue evaluada mediante el test RO. Como se observa en la
figura 25A y B, en ambos experimentos, los animales del grupo control mostraron recordar el objeto
familiar, que conocieron durante la fase de entrenamiento, dado que prefirieron explorar durante mas
tiempo el objeto nuevo. Sin embargo, la STZ-icv perjudicd este tipo de memoria, ya que las ratas de ambos
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grupos inyectados con la droga no mostraron preferencia por el objeto nuevo (Fig. A, t-test pareado: grupo
Sham: p=0,0437; grupo STZ: p=0,8116. Fig. B, t-test pareado: grupo Sham: p=0,0218; grupo STZ: p=0,1041).
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Figura 25: La STZ-icv afecta la memoria de reconocimiento de objeto. A ambos tiempos experimentales, Los animales control
mostraron preferencia de exploracidn por el ON en lugar del OF, mientras que animales STZ no mostraron preferencia por objeto,
signo de memoria deteriorada. Las comparaciones se realizaron dentro de un mismo grupo con t-test pareado, en la fase de
reconocimiento del RO. OF: Objeto familiar, ON: objeto nuevo. Los datos se expresaron como media + SEM. *p <0,05.

4.2.3 Expresion de pTau y péptido BA en el modelo de STZ-icv

Para evaluar si la STZ-icv induce un aumento de la expresidon de proteinas involucradas en la
patogenia de la EA, realizamos WB de lisado hipocampal. Luego de 25 dias de su inyeccion, la STZ provocd
un aumento significativo en la fosforilacidon de la proteina Tau (en Ser 396) (Fig. 26A) (t-test de Student:
p=0,0446), y también un aumento de expresién del péptido BA, respecto al control (Fig. 26B) (t-test de
Student: p=0,0015). Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en los niveles de expresion
de estas dos proteinas a 95 dias post STZ (Fig. 26C y D). No se compararon los resultados entre ambos
experimentos ya que se usé un control de carga diferente.
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en la expresién de pTau ni del péptido BA a 95 dias post inyeccidn (Cy D, respectivamente). Los datos se analizaron con t-test de
Student y se expresaron como media + SEM. *p <0,05, **p< 0,01.

4.2.4 Incremento de la glia reactiva en el modelo de STZ-icv
4.2.4.1 Microglia reactiva

En el SR de CA1 del hipocampo, la inyeccion de STZ-icv indujo un aumento del nimero de células
microgliales identificadas como células Ibal-ir, tanto a 25 dias (Fig. 27A) (t-test de Student, p=0,0015),
como a 95 dias post STZ (Fig. 27E) (t-test de Student, p=0,0001). Al evaluar la morfologia de estas células,
encontramos que la STZ provocd cambios en su estructura, observandose células con morfologia
ameboide, y acortamiento y engrosamiento de sus procesos respecto a las células del grupo control, como
se aprecia en las microfotografias de la figura 27 (D, H). Estos cambios morfoldgicos son indicativos de un
incremento en la reactividad de la microglia, el cual fue significativo a 25 dias (Fig. 27B) (t-test de Student,
p=0,0273), y 95 dias post STZ (Fig. 27F) (t-test de Student, p<0,0001). Por lo tanto, los datos demuestran
que la poblacién microglial es susceptible a la STZ, ya que estas células responden aumentando su nimero
y volviéndose reactivas, permaneciendo asi incluso 3 meses después de la inyeccidn.

Cuando se realizaron las comparaciones entre los cuatro grupos experimentales para evaluar posibles
diferencias entre los grupos STZ, encontramos que el numero de células Ibal-ir no se vio afectado por la
diferencia de edad entre los controles, pero si por el tiempo post-STZ, ya que estuvo significativamente
incrementada a 25 dias respecto de 95 dias post STZ (Fig. 271) (ANOVA de dos factores, factor STZ: Fp, 2=
36,15, p<0,0001, factor tiempo: Fp,22= 5,309, p=0,0310, interaccidn: F(1,22= 9,039, p=0.0065).

Con respecto a la proporcion de células reactivas, en primer lugar, observamos diferencias
significativas entre los grupos Sham, con menor proporcién de microglia reactiva a los 95 dias (Fig. 27J). A
pesar de esta diferencia, la STZ promovié igualmente un aumento significativo del porcentaje de células
reactivas a ambos tiempos, que fue comparable entre ambos grupos tratados (Fig.27J) (ANOVA de dos
factores, factor STZ: F(1, 2, = 37,50, p<0.0001, factor tiempo: Fp, 22= 15,11, p=0.0008 , interaccion: Fg, 22)=
3.477, p=0.0756). Si bien no se realizé un experimento para evaluar proliferacidn celular, estos resultados
sugieren que después de un dafo agudo con STZ (25 dias) la microglia prolifera mas que a tiempos mas
prologados post injuria. A pesar de esta diferencia, la microglia evaluada a 25 o 95 dias post STZ, se
encuentra igual de reactiva.

4.2.4.2 Astrocitos reactivos

Para evaluar si las células astrogliales respondian a la STZ, se cuantificd el nimero de células GFAP-ir
y el IRA ocupada por GFAP en el SR de CA1 del hipocampo. Tanto a corto como a mediano plazo, ambos
grupos experimentales mostraron valores similares respecto al nimero de astrocitos (Fig. 28A y E). En
cuanto al IRA, en ambos casos la STZ produjo un aumento significativo (Fig. 28B y F) (t-test de Student,
p[25 dias]= 0,0255; p[95 dias]= 0,0020). Estos resultados muestran que, a diferencia de la microglia, los
astrocitos no responden a la STZ incrementando su nimero en CA1, pero si son susceptibles a la droga al
aumentar la expresidn de GFAP, lo que sugiere un aumento de la reactividad astrocitaria.

74



25 dias post STZ-icv
A B C D
80— - §‘mu— * & ; K %‘ ,\l‘ri K, 7]
— - -
S DU SRS
‘—‘3 T 3% o T e SRR e R
i 40- 3 . : g Ry, T
2 g 0] 6 . ity T e R tat
8 * 3 T R e R
O 204 oRfes 2 | © o PP o
3 B0 e Wi iald
0 T T 0 T T Sham STZ
Sham STZ Sham STZ
95 dias post STZ-icv
E F G H
50 100 . ‘ B —
sk ok § 3k ok k G . t\, '. o 4 [ 3 } ey
w 404 £ 80 o e £ VN
5 o 8 * r;—:\i‘u R TS
3 301 = s - . GO T SRV g
3 ceego ° 3 o R B ey
E 20+ o g 40 oe - = g{, .. j . B . v
) 8 S § ; |
© 10 2 20 98 o _% : &2
g 8 St Nk e S e S
0 0 r
Sham STz Sham Sham STZ
Comparacion entre 25 y 95 dias
I J *%
i [ *ok §100- x L © Sham
+ 60 oo E - e . ¥
3 P .
1 40- 5 g8 |47 s
3 ‘.i% @ 40- olg * e
3 ¢ o ® E o o
O 20 &Bp S 3 204 28
- 8
2
0 T T 0 T T
25 dias 95 dias 25 dias 95 dias

Figura 27: Reaccion de la microglia frente a la inyeccion de STZ-icv y comparacion entre 25 y 95 dias post STZ. Se cuantificé el

numero de células microgliales Ibal inmunoreactivas (ir) y el porcentaje de células reactivas a 25 dias (A y B, respectivamente) y
95 dias (E y F, respectivamente). Secciones coronales del SR de CA1 en animales representativos de cada grupo: Sham (Cy G) y
STZ (D y H), mostrando células Ibal-ir; barra de escala: 20 um. Los datos se analizaron mediante t-test (A, B, E, F) o ANOVA de dos
factores (1, J), y se expresaron como media + SEM. *p <0,05, **p< 0,01, ***p <0,001, ****p <0,0001

Al comparar entre los cuatro grupos experimentales, no se observaron diferencias entre los grupos

en numero de células GFAP-ir (Fig. 28l). En cuanto al IRA de GFAP, tampoco se observaron diferencias

significativas entre los grupos controles, aunque el grupo STZ de 25 dias presentd un aumento significativo
del IRA comparado con su control Sham y con el grupo STZ a 95 dias Fig. 28J) (ANOVA de dos factores,
factor STZ: F1, 22= 11,77, p=0,0024, factor tiempo: Fy, 22= 7,926, p=0,0101, interaccion: Fp, 20= 5,456,

p=0,029).
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Figura 28: Reaccion de los astrocitos frente a la inyeccion de STZ-icv y comparacion entre 25y 95 dias post STZ. Se cuantificé el
nimero de células astrogliales positivas para GFAP y el IRA de GFAP a 25 dias (A y B, respectivamente) y 95 dias (E y F,
respectivamente). Secciones coronales del SR de CA1 en animales representativos de cada grupo: Sham (Cy G) y STZ (D y H),
mostrando células GFAP inmunoreactivas (ir); barra de escala: 20 um. Los datos se analizaron mediante t-test (A, B, E, F) o ANOVA
de dos factores (1, J), y se expresaron como media + SEM. *p<0,05; **p< 0,01.

Por otro lado, se evalud la morfologia de los astrocitos mediante el analisis de Sholl. Nuestros
resultados indican que la STZ generd una disminucién de la complejidad de arborizacidén de estas células
en el corto plazo, ya que el grupo STZ a 25 dias difirié significativamente de su control Sham en el nimero
de intersecciones de procesos cerca del soma (a 10 y 15 um del centro) (Fig. 29A) (ANOVA de tres factores
con medidas repetidas: factor STZ: F1,22=3,270, p=0,0842; factor tiempo: F, 22= 40,82, p<0.0001; factor
distancia al soma F(,587, 5690=973,0, p<0.0001). En concordancia con este resultado, la STZ a 25 dias
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también generd una disminucidn en la longitud de las prolongaciones (Fig. 29B) (ANOVA de dos factores,
factor STZ: Fp, 22= 1,280, p=0,2701, factor tiempo: Fp, 22= 4,684, p=0,0416, interaccién: F, 22= 10,76,
p=0,0034), y en el numero de prolongaciones primarias (Fig. 29C) (ANOVA de dos factores, factor STZ: F1,
22)= 7,220, p=0,0135, factor tiempo: F(1, 22)= 8,901, p=0,0069, interaccién: Fp, 22= 3,370, p=0,0800).

No se encontraron diferencias entre los grupos Sham y STZ a 95 dias, por lo que nuestros resultados
sugieren que la STZ afecta mas a los astrocitos GFAP* en el corto plazo comparado con el efecto a 95 dias
post inyeccion. Adicionalmente, observamos que los astrocitos de las ratas Sham del experimento de 95
dias, mostraron una disminucién de su arborizacidn en prolongaciones mas alejadas del soma (Fig. 29A),
junto una disminucion de la longitud de los procesos (Fig. 29B) y el nimero de procesos primarios (Fig.
29C), respecto del grupo Sham del experimento de 25 dias.
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Figura 29: Andlisis de Sholl de los astrocitos del SR de CA1 en el modelo de STZ-icv. Se evalud el nimero de intersecciones de los
procesos celulares con cada anillo espaciado de 5 um (A). Se cuantificé y comparo la longitud de los procesos astrogliales,
estimada mediante la suma de los valores de (i) para cada anillo, multiplicada por 5 (B), y el nimero de procesos primarios de
cada célula, como el nimero de prolongaciones que emergen directamente desde el soma celular (C). Los datos se analizaron
mediante ANOVA de dos factores (B, C), o de tres factores con medidas repetidas (A) y se expresaron como media + SEM. En
grafico A, el simbolo * indica diferencias significativas entre Sham y STZ de 25 dias, mientras que el simbolo & indica diferencias
significativas entre Sham 25dias y Sham 95 dias. *p<0,05; &p<0,05; &&p< 0,01; &&&p<0,001; &&&&p<0,0001

4.2.5 Atrofia en el Stratum Radiatum de CA1 en el modelo de STZ-icv
Se estimé el volumen de una porcion del SR de CA1 del hipocampo (Fig. 30D), y se encontrd que,
tanto a corto como a mediano plazo, la STZ provoca una reduccion del volumen de esta region (Fig. 30A y
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B) (t-test de Student a 25 dias: p= 0,0023; a 95 dias: p= 0,0049). Al comparar los cuatro grupos
experimentales, aunque solo se mantuvo la diferencia significativa entre Sham y STZ en el experimento de
25 dias, el factor STZ en el ANOVA fue significativo y no se encontraron diferencias entre ambos grupos
inyectados con la droga (Fig. 30C) (ANOVA de dos factores, factor STZ: Fp, 22= 29,32, p<0,0001, factor
tiempo: F1, 22= 1,548 p=0,2266, interaccion: Fp, 22= 2,320 p=0,1420). Estos resultados indican que en el
modelo de EAe se observa una atrofia comparable en CA1 hipocampal tanto a corto como a mediano plazo
post STZ.
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Figura 30: La STZ-icv provoca atrofia hipocampal en CA1. Volumen del SR de CAl a 25 dias (A) y a 95 dias (B) post STZ.
Comparacion del volumen a ambos tiempos post STZ (C). Corte coronal representativo del hipocampo dorsal, rectangulo
marcando la zona cuantificada (D). Los datos se analizaron mediante t-test (A, B) o ANOVA de dos factores (C), y se expresaron
como media + SEM. **p< 0,01, ***p< 0,001.

4.3 Discusion

El modelo de STZ-icv ha sido propuesto como un modelo de EAe ya que muestra cambios bioquimicos,
estructurales y cognitivos, junto con un estado de insulino-resistencia en el cerebro, que comparte
caracteristicas comunes a las alteraciones encontradas en humanos con la patologia (Agrawal et al., 2011;
Bassani et al., 2018; Lannert & Hoyer, 1998; Salkovic-Petrisic & Hoyer, 2007). Si bien este modelo es
comunmente utilizado en rata, ha sido también propuesto como modelo en otras especies como ratény
primates no humanos (Amiri et al., 2017; El Halawany et al., 2017; Heo et al.,, 2011). Aunque la
caracterizacion y validacidon del modelo de STZ-icv lleva mas de 20 afios, aun no es completa, quedando
aspectos que deben continuar siendo estudiados.
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Previamente se demostré que la inyeccién icv de STZ produce inicialmente una marcada pérdida de
peso corporal (Pathan et al., 2006; Shoham et al., 2003). En concordancia con estos resultados,
observamos que en ambos experimentos la STZ-icv, y no el procedimiento quirdrgico, promovié una
pérdida de peso hasta aproximadamente una semana post inyeccion, tiempo después del cual los animales
comenzaron a recuperarlo. Si bien no se conoce el mecanismo por el cual la STZ afecta al peso de los
animales, se ha reportado que produce un ensanchamiento del tercer ventriculo y del espacio ventricular
en general, pérdida de células ependimarias y dafios en la mielina periventricular hipotaldmica (Kraska et
al., 2012; Shoham et al., 2003). Por el flujo del LCR (Faubel et al., 2016), la STZ inyectada en los ventriculos
laterales puede llegar al tercer ventriculo, alrededor del cual lindan nucleos hipotalamicos importantes
para la homeostasis energética y la regulacion de la saciedad (Roger et al., 2022; Timper & Briining, 2017),
por lo cual hipotetizamos que si estas regiones se ven afectadas, podria explicar la pérdida de peso
observada tras la inyeccion de STZ. Ademas, los tanicitos, células gliales que recubren la regidn ventral del
tercer ventriculo y a las cuales se les otorga un potencial rol en el control de la alimentacién y el balance
energético (Bolborea & Dale, 2013), expresan GLUT2 (De los Angeles Garcia et al., 2003). Si bien no se ha
estudiado si la droga afecta a este tipo celular, es factible que lo haga ya que se ha reportado que tras una
inyeccion ip, la STZ ingresa a las células B-pancreaticas a través de los GLUT2 (Elsner et al., 2000).

El deterioro en aprendizaje y en memoria espacial en ratas tratadas con STZ-icv fue evaluado en
numerosos trabajos, principalmente a través del Morris Water Maze (MWM), a diferentes dosis de STZ
(0,5-6 mg/kg), y en varios momentos tras la inyeccion (Agrawal et al., 2011; Grunblatt et al., 2007; Kumar
& Bansal, 2018; Rostami et al., 2017). Nuestros resultados obtenidos con el LB, muestran que la memoria
espacial se encuentra deteriorada por la STZ tanto en el modelo de corto, como de mediano plazo. El
incremento en la latencia y en los errores cometidos demuestran que los animales STZ tienen mas
dificultad que los controles para recordar la ubicacidn del agujero de escape y que son mas erraticos en su
busqueda. El aumento del nimero de errores se corresponde con una disminucidn de la frecuencia de
exploracion en el GS. Al menos dos componentes contribuyen a la magnitud de la frecuencia de
exploracidn del GS, a saber, la retencién de la memoria espacial y la actividad de busqueda del objetivo,
gue depende principalmente de la motivacién para buscar el agujero de escape. Cabe destacar que se ha
observado que la inyeccién de STZ en ratones produce dificultades motivacionales (Amiri et al., 2017). Es
importante mencionar que otros grupos han reportado, a través de evaluaciones hechas con el test de
Rotarod y el uso de actofotémetro, que la STZ-icv no produce déficits motores ni afecta la actividad
locomotora (Kumar & Bansal, 2018; Rostami et al., 2017).

Para evaluar si existian diferencias en la memoria de los animales por el tiempo transcurrido post STZ,
realizamos una comparacion de los cuatro grupos experimentales. Si bien ambos grupos STZ no difirieron
significativamente entre si en ninguno de los pardmetros evaluados, la Unica diferencia significativa que
se mantuvo entre grupo Shamy STZ corresponde al corto plazo, especificamente en los errores cometidos.
Cabe destacar que una limitacién de nuestro estudio en cuanto a los analisis comportamentales es el N de
animales con el que contamos. Por lo tanto, es posible que las tendencias observadas en los pardmetros,
se vuelvan diferencias significativas al incrementar el N. Nuestros resultados sugieren que el deterioro en
la memoria es mas marcado a 25 dias que a 95 dias post STZ, el primero un periodo que puede ser
considerado como agudo en comparacion a tiempos mds largos. Esta observaciéon concuerda con lo
reportado por el grupo de la Dra. Salkovic-Petrisic, que ha realizado estudios longitudinales para evaluar
el efecto de la administracion de STZ en dosis de 3mg/kg de peso corporal, a 1, 3, 6 y 9 meses post
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inyeccién (Knezovic et al., 2015; Osmanovic Barilar et al., 2015). Sus trabajos demuestran que los efectos
de la STZ en ratas siguen un patrén que podria dividirse en tres periodos: un periodo agudo comprendido
dentro del primer mes post STZ, marcado por una fuerte desregulacion de la cascada de senalizacion de
insulina y déficit de memoria, que reflejan un efecto téxico de la droga; luego un periodo subcrénico entre
1 a 3 meses post STZ en donde estos efectos son mas leves ya que parecen ser parcialmente compensados,
y podrian ser comparados con las fases tempranas del deterioro cognitivo en humanos (etapa de deterioro
cognitivo leve); y por ultimo un periodo crdnico entre 3 a 9 meses post STZ en donde se observa una
progresion lenta de la patologia, generando un estado de insulino-resistencia en el cerebro que se
acompaia con progresion de déficit cognitivos. Tanto los cambios agudos como cambios crdénicos
inducidos por STZ-icv podrian representar una valiosa herramienta, los primeros para explorar la posible
etiopatogenia, y los segundos para evaluar nuevos enfoques modificadores de la enfermedad.

La relacién entre el hipocampo y las tareas espaciales estd bien documentada. Efectivamente,
experimentos en ratas con lesiones hipocampales seguidas del MWM, mostraron que la memoria espacial
se veia afectada en el grupo lesionado (E. Moser et al., 1993; M. B. Moser et al., 1995). Esto se explica con
la presencia de las “place cells”, descriptas por primera vez en el hipocampo de la rata (O'Keefe &
Dostrovsky, 1971), pero que también estan documentadas en humanos (Ekstrom et al., 2003). Estas células
proporcionan una representacién estable de la ubicacién de un animal, independientemente de su
orientacion (O’Keefe & Conway, 1978). Nuestros resultados del LB indicarian que esta regidon se encuentra
afectada por la STZ tanto a corto como a mediano plazo post inyeccion.

Los pacientes con EA no solo tienen dificultad en recordar eventos en su contexto espacial y temporal,
sino que también presentan dificultad en recordar informacidn especifica sobre objetos y/o su locacion.
Es por eso que ademads de los laberintos, los test disefiados para explorar la memoria de reconocimiento
son importantes para la caracterizacion de los modelos de EA, y se utilizan ampliamente en baterias de
tareas conductuales disefiadas para fenotipar estos modelos, incluyéndose en evaluaciones preclinicas de
nuevos enfoques terapéuticos. Si bien este no fue un trabajo longitudinal, los resultados sugieren que el
deterioro en este tipo de memoria causado por STZ es evidenciado a corto plazo post inyeccidn, pero que
también perdura si se continua con un experimento de mayor tiempo, hasta al menos 3 meses. En
concordancia, previamente se describié en el modelo un déficit de memoria de reconocimiento de objetos
a 5y 15 semanas post STZ (Rostami et al., 2017). Finalmente, los déficits en la memoria espacial y de
reconocimiento evaluada por los laberintos o el test RO, también son reportados en multiples ratones
transgénicos modelos de la EA (Webster et al., 2014).

Actualmente no hay un consenso general sobre el rol del hipocampo en la memoria de
reconocimiento como si ocurre para la memoria espacial. Esto se debe a resultados controversiales
publicados, ya que algunos trabajos muestran que lesiones inducidas en esta regién de los roedores no
afectan el resultado de los test (Forwood et al., 2005; Mumby, 2001), mientras que otros demuestran lo
contrario (Broadbent et al., 2004; Cohen et al., 2013; Tuscher et al., 2018). Es probable que estas
discrepancias se deban a los protocolos de test utilizados, el tipo de objetos, el tiempo transcurrido entre
las pruebas de entrenamiento y reconocimiento, el tipo de lesién generada, el momento de la induccién
de la lesion y, por ultimo, diferencias debidas a la cepay al sexo de los animales. Sin embargo, es necesario
considerar que para ambos tipos de memoria, otras regiones cerebrales también son importantes, como
la corteza entorrinal y la corteza prefrontal medial (Akirav & Maroun, 2006; Chao et al., 2020; Pilly &
Grossberg, 2012; Tuscher et al., 2018).
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En la EA, la importancia del hipocampo para la memoria se evidencia al encontrarse altamente
afectado desde momentos tempranos en la enfermedad (Jack et al., 2011; L. Su et al., 2018). En efecto,
estudios por imdgenes muestran que una reduccion del volumen del hipocampo se correlaciona con la
disfuncidn cognitiva global y el rendimiento de la memoria (Elgh et al., 2006; Stoub et al., 2006).
Consecuentemente, hemos enfocado nuestros estudios bioquimicos e histolégicos en esta regidn cerebral.

Como se menciond en la introduccidn, las caracteristicas histopatolégicas marcadoras de la EA son
los ONF y las placas amiloides, conformados por la proteina tau hiperfosforilada y péptidos BA,
respectivamente. Hemos observado que la STZ-icv provoca, en el corto plazo, un aumento de la
fosforilacion de Tau en Ser396, y un aumento de la expresidn del péptido BA. La fosforilacidn del epitope
Ser396 de Tau estd involucrada en la pérdida funcional de la polimerizacién de tubulina y en cambios en
su estado de compactacién que inducen su agregacion, segun lo demostrado por experimentos in vitro
(Evans et al., 2000; Jeganathan et al., 2008; Kiris et al., 2011). Acorde a nuestros resultados, otros grupos
muestran un incremento de la fosforilacién de este epitope tras la inyeccién de STZ en la misma dosis (3
mg/kg), luego de 21 dias (Dehghan-Shasaltaneh et al., 2016), 29 dias (Xu et al., 2018) y 42 dias (Du et al.,
2014) después de la inyeccion. Por otro lado, el aumento de expresidon que hemos observado del péptido
BA, es concordante con experimentos en este modelo, que reportan un incremento a través de técnicas
de ELISA o IHQ (C. Wu et al., 2018; W. Yang et al., 2014; Yin et al., 2016).

Sin embargo, en el mediano plazo no hemos observado aumentados los niveles de pTau ni de BA.
Nuestro resultado de pTau no concuerda con el aumento de la fosforilacién en el epitope PHF1, que
comprende la fosforilacién en Ser 396 y 404, reportado por Osmanovic Barilar et al., 2015, y no hay otros
trabajos que hayan estudiado la fosforilacion en Ser396 en ratas inyectadas con la misma dosis de STZ y al
mismo tiempo post inyeccidn. Una limitacién de nuestro estudio es no poseer informacion acerca del
estado de fosforilacion de otros residuos aminoacidicos de Tau. Es posible que luego de una fosforilaciéon
aumentada en el estadio agudo post STZ, estos cambios post traduccionales se pierdan a tiempos mas
largos. Efectivamente, en el modelo de STZ-icv no se ha reportado la formacién de ONF, lo que constituye
una limitacion de este modelo respecto a ratones transgénicos.

Con respecto a los niveles de expresion del péptido BA, hipotetizamos que la falta de diferencia entre
los grupos Sham y STZ podria deberse a un aumento en la relacién del péptido BA insoluble/soluble que
afecte la interaccién anticuerpo-epitope. Si bien se ha descripto la formacion de placas amiloides en el
hipocampo vy la corteza de animales inyectados con STZ a una dosis mayor (por ejemplo, dos inyecciones
de 3mg/kg) (Afshar et al., 2018), o a tiempos mas prolongados (6 meses) (Knezovic et al., 2015), no hemos
investigado su presencia en nuestros experimentos, lo que resultaria interesante de realizar.

La microglia y los astrocitos reactivos contribuyen a la patogénesis de la EA. Si bien la gliosis reactiva
es un proceso complejo que involucra cambios transcripcionales, bioquimicos y morfoldgicos, es
identificable por una marcada hipertrofia celular. Nuestros resultados muestran que en el hipocampo,
tanto a corto como a mediano plazo, la microglia responde a la STZ cambiando su morfologia hacia un
fenotipo reactivo, y aumentando su nimero. Esta ultima observacién no es confirmativa, pero si indicativa
de proliferacién. Sin embargo, la comparacidon de los cuatro grupos experimentales mostré que la
respuesta de estas células no es la misma dependiendo el momento de evaluacién. Especificamente,
observamos que el nimero de células Ibal* es mayor a 25 dias que a 95 dias post STZ, lo que sugiere que
en una etapa aguda post STZ, la microglia responde proliferando rapidamente, pero en la etapa subcrdnica,
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estas células si bien numerosas aun respecto al control, no siguieron proliferando. Resta por saber si a
mayor tiempo post STZ, la microglia logra recuperar una densidad homeostatica.

Resulta interesante pensar acerca de las posibles consecuencias para el cerebro de una proliferacién
desmedida de la microglia. Justamente, la pérdida del control homeostatico microglial, en la forma de
microgliosis, es considera un sello distintivo de la progresién de diversas neuropatologias. Por ejemplo,
utilizando un modelo de ratdn de la enfermedad pridnica se demostrd que hay un aumento dramatico en
el nimero de células microgliales, en el cual la via regulada por la activacién del receptor de CSF1 (CSF1R)
es un modulador clave de la respuesta proliferativa (Gomez-Nicola et al., 2013). Estos autores y otros
(Olmos-Alonso et al., 2016) también demostraron que bloquear la proliferacion microglial retrasa
significativamente la progresion de la enfermedad, lo que indica una contribucién perjudicial global de las
células microgliales, al menos en los contextos especificos estudiados. Se demostrd que el CSF1R estd
sobreexpresado en las células microgliales en la EA, indicando una actividad prominente de esta via
(Akiyama et al., 1994). Por otro lado, un trabajo mostré que la microglia de tejido hipocampal humano con
EA es marcada con anticuerpos dirigidos contra el antigeno nuclear de células proliferantes (Marlatt et al.,
2014), aunque otros autores demuestran que la microglia no prolifera en la corteza de muestras humanas
patoldgicas (Serrano-Pozo et al., 2013). La expansidon de las células microgliales también ha sido
demostrada en modelos transgénicos de EA, normalmente alrededor de placas amiloides (Frautschy et al.,
1998; Kamphuis et al., 2012a). Por lo tanto, es posible que la microgliosis causada por la inyeccién de STZ,
resulte perjudicial para la homeostasis del cerebro y que contribuya a los déficits de memoria observados.
Efectivamente, el bloqueo de la proliferacion microglial, mejoré el rendimiento en tareas de memoria y
comportamiento en un modelo transgénico de EA (Olmos-Alonso et al., 2016).

Sin embargo, es importante mencionar que existe un debate abierto sobre si las nuevas células
microgliales, en el contexto de enfermedades neurodegenerativas, provienen de microglia local (Y. Wang
et al., 2016) o de monocitos periféricos infiltrados en el SNC (Jay et al., 2015). La hipdtesis de infiltracion
de monocitos se ve sustentada por trabajos in vitro, que demuestran que en el contexto de EA, la barrera
endotelial se vuelve permeable a células y también a factores inflamatorios liberados por las células
inmunitarias periféricas que impactarian en el perfil de expresion de las células gliales. Por ejemplo, se
demostré que la expresion de TNF-a por la microglia tras la exposicién a péptidos BA, promueve la
migracion de linfocitos T a través de células endoteliales (Y. M. Yang et al., 2013), y que la IL-6, otra
citoquina liberada por la glia reactiva, aumenta la permeabilidad endotelial a través de alteraciones en la
distribucidn ultraestructural de las uniones estrechas y cambios morfoldgicos en la forma celular (Desai et
al., 2002). El origen (residente o periférico) de las células mieloides alrededor de las placas amiloides sigue
siendo muy debatido. En nuestro trabajo, no hemos evaluado la integridad de la BHE, ni tampoco ha sido
reportado por otros autores en este mismo modelo, lo que constituye una cuestién pendiente a investigar.

Por otro lado, la comparacidn de la microglia reactiva entre los cuatro grupos, no mostré diferencia
significativas entre los grupos STZ. El aumento de la reactividad de la microglia en los animales STZ
respecto al control, podria tener consecuencias sobre el perfil de citoquinas liberadas por estas células.
Nuestro andlisis no nos proporciona informacion acerca del fenotipo de la microglia, es decir si presenta
un perfil principalmente proinflamatorio o antiinflamatorio, o si ambas poblaciones se encuentran
presentes. Sin embargo, debido a nuestros resultados de comportamiento, es probable que esta
reactividad conduzca a la liberacidén de citoquinas proinflamatorias (IL-1a, TNFa, and Clqg), que se ha
documentado exacerban la reaccién de los astrocitos hacia un fenotipo neurotéxico (Liddelow et al.,
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2017). La microglia reactiva también juega un rol importante en la fagocitosis de sinapsis, contribuyendo
a la perdida de conexiones entre las neuronas y por ende, al deterioro cognitivo (Hansen et al., 2018).

Los astrocitos reactivos se encuentran en regiones cerebrales vulnerables en pacientes con EA. La
proteina GFAP es el marcador de astrocitos reactivos mds ampliamente utilizado, dado que su aumento se
produce en diversos tipos de trastornos del SNC, es encontrado en respuesta temprana a la lesion vy,
ademas, es un indicador de la reactividad astrocitaria, detectable incluso en ausencia de muerte neuronal
manifiesta (Escartin et al., 2021). Por ejemplo, los niveles de expresion de GFAP se encuentran
incrementados en humanos antes de la aparicidn de sintomas clinicos y aumentan con los estadios de
Braak. Este fendmeno se observa en la corteza entorrinal y en el hipocampo, con una gradual progresién
a los I6bulos temporal, frontal y parietal (Carter et al., 2012; Simpson et al., 2010). Evaluamos la expresion
de GFAP y el nimero de células GFAP-ir en el SR de CAl. A diferencia de la microglia, no se observaron
diferencias en el nimero de astrocitos GFAP*, lo cual sugiere que estas células no proliferaron, en
concordancia con lo reportado en otros modelos de EA. Originalmente, la definicién de reactividad
astrocitaria incluia la nocidn de proliferacién, debido a la interpretacion errénea de division celular por el
numero de células GFAP+ aumentado tras una lesién (Dimou & Go6tz, 2014). Este problema se debe a que
la mayoria de los astrocitos del SNC de roedores adultos expresan GFAP a niveles muy bajos en condiciones
fisioldgicas, salvo en el hipocampo, una regién en la cual los astrocitos tienen de por si niveles de expresion
de GFAP mas alto que otras regiones. Esto podria explicar que no hayamos observado un aumento del
numero de células GFAP*, sino un aumento de su IRA. Pruebas recientes basadas en la incorporacién de
BrdU o marcaje con Ki67 revelan que la proliferacién astrocitica es muy limitada. El valor exacto depende
del modelo, la edad y el método de deteccidn. Por ejemplo, los astrocitos reactivos no proliferan en el
modelo de raton APP/PS1dE9 de EA (Kamphuis et al., 2012b), y representan menos del 3% del total de
células proliferantes en el modelo de raton APPPS1 de EA (Sirko et al., 2013) y menos del 7% en un modelo
de esclerosis lateral amiotrofica (Lepore et al., 2008). En la corteza temporal de pacientes con EA, las
células GFAP* se cuantificaron cuidadosamente mediante el marcaje conjunto con marcadores ubicuos de
astrocitos (glutamina sintasa o el miembro L1 de la familia de la enzima aldehido deshidrogenasa), y se
concluyd que las reacciones astrociticas en la EA se deben en gran medida a un cambio fenotipico de las
células gliales existentes, mds que a una generacion de nuevas células gliales (Serrano-Pozo et al., 2013).

En cuanto a la expresidn de GFAP en el SR de CA1, hemos obtenido un resultado esperable de acuerdo
a lo observado en humanos con EA y en otros modelos murinos, ya que se encontré aumentada tanto a
corto como a mediano plazo post STZ. Adicionalmente, al comparar los cuatro grupos experimentales,
observamos que la reaccién de los astrocitos a la STZ fue mayor al ser evaluada a 25 dias respecto a 95
dias, lo que una vez mds concuerda con nuestras observaciones de que el corto plazo post inyeccién, se
corresponde a un periodo agudo en el cual las reacciones de las células gliales se encuentran exacerbadas.
El aumento del contenido de GFAP sugiere remodelamiento astrocitario, el cual acompaiia al proceso de
reactividad, aunque para una caracterizacion mas profunda de la reaccidn de estas células es necesaria la
diversificacién de técnicas empleadas, el complemento con otros marcadores, y un analisis de perfil
transcriptdmico. La respuesta de los astrocitos frente a la STZ es rdpida, ya que se ha observado un
aumento de la reactividad a una semana post STZ tanto en el hipocampo (J. P. A. Dos Santos et al., 2018),
como en la regidn septo-estriatal, rodeando los ventriculos laterales, lugar de inyeccién de la STZ (Bassani
et al., 2018; Kraska et al., 2012).
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Si bien los astrocitos del grupo STZ a 25 dias presentaron un aumento del IRA de GFAP, el analisis de
Sholl mostré que dichas células presentaban una reduccién en su complejidad de arborizacién, por lo que
hipotetizamos que se encontraban hipertrofiadas, tanto en sus prolongaciones como en el soma. Sin
embargo, a mediano plazo no se observaron diferencias en la arborizacion entre los grupos Sham y STZ,
por lo que el aumento del IRA de GFAP a este tiempo podria también explicarse con una hipertrofia celular.
Fue notoria una disminucidn en la arborizacidn de los astrocitos de las ratas Sham del experimento de 95
dias (6 meses de edad) respecto de las del experimento de 25 dias (4 meses de edad). Sin embargo, esta
diferencia no se evidencid en las intersecciones cercanas al soma, sino en aquellas a partir de los 20 um
de distancia. Cabe considerar que las IHQ para estos dos experimentos fueron realizadas en diferentes
momentos, y por lo tanto es posible que existan diferencias en el marcaje en cuanto a las prolongaciones
mas finas. De ser de interés una caracterizacidn de la morfologia astrocitaria en animales de diversa edad,
seria necesario realizar un nuevo estudio, en simultaneo, y en lo posible con otro marcador distinto de
GFAP (que solo marca las ramificaciones principales del citoesqueleto), o realizando un marcaje celular
con una técnica diferente, para estudiar diferencias finas en la arborizacion de las células.

Como se menciond anteriormente, una reduccién del volumen hipocampal se correlaciona con déficit
cognitivos y problemas de memoria. En nuestro estudio, la administracion de STZ-icv resultd en la
reduccion del volumen de SR de CA1 del hipocampo dorsal, tanto a corto como a mediano plazo post STZ.
Al comparar los cuatro grupos experimentales, no encontramos diferencias entre los grupos tratados con
STZ, aunque solo el grupo de 25 dias mantuvo la diferencia significativa comparado con su control, en
concordancia con lo observado en los resultados de memoria espacial. Esta sub-area del hipocampo es
una de las mas afectadas en la EA y se propuso como un potencial biomarcador temprano para detectar
la enfermedad en la etapa de deterioro cognitivo leve (Su et al. 2018).

Aunque los cambios observados en las ratas tratadas con STZ-icv son reproducidos por multiples
grupos de investigacion, es desconocido si la STZ puede penetrar desde el LCR al parénquima cerebral
hasta llegar a las zonas que se ven afectadas en estos estudios, aunque la difusion de drogas por el
parénquima podria no ser factible (Pardridge, 2011). Es posible que el deterioro de comportamiento y los
dafios observados en el cerebro sean consecuencia de dafios generados por la droga en los sitios cercanos
a lainyeccion, que luego pueden trasladarse a dafo en regiones mas alejadas. Por ejemplo, el septum que
rodea a los ventriculos laterales y se ve afectado por la STZ (Kraska et al., 2012), tiene proyecciones
colinérgicas sobre varias regiones corticales, como la corteza entorrinal y cingulada (Woolf, 1991), y el
hipocampo (Fitz et al., 2006; Niewiadomska et al., 2009). Estas conexiones forman el sistema
septohipocampal, implicado en el aprendizaje espacial, la memoria a corto plazo y la atencion (Kesner,
1988).

Si bien en este trabajo no hemos evaluado aspectos relacionados al mecanismo de accién de la STZ-
icv, cabe mencionar que se han propuesto varias hipdtesis para explicar las alteraciones cerebrales
inducidas por esta droga: 1) a través de la induccidon de estrés oxidativo severo (Pathan et al., 2006;
Shoham et al., 2007; Szkudelski, 2001; Veerendra Kumar & Gupta, 2003); 2) a través de la induccion de un
estado cerebral de resistencia a la insulina (Plaschke & Hoyer, 1993; Salkovic-Petrisic et al., 2006; Salkovic-
Petrisic & Hoyer, 2007); y 3) a través de un efecto generalizado de la disminucion del metabolismo
energético (Duelli et al., 1994; Lannert & Hoyer, 1998). Por lo tanto, dichos procesos podrian estar
ocurriendo adicionalmente a nuestras observaciones contribuyendo directa o indirectamente al deterioro
de la memoria en los animales inyectados con STZ, tanto a corto como a mediano plazo.
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4.4 Conclusion

Evaluando el modelo de EAe de corto y mediano plazo, generado por la inyeccién de STZ-icv a 25y 95
dias respectivamente, concluimos que las respuestas a la STZ varian al menos en intensidad segun el
momento en el que se evalle el cerebro y el comportamiento de los animales, observacién que debe ser
tenida en cuenta para el disefio de estrategias terapéuticas. Especificamente, identificamos déficit de
memoria espacial y de reconocimiento tanto a corto como a mediano plazo. Sin embargo, notamos que
las alteraciones a nivel bioquimico y celular en el hipocampo no fueron las mismas segun el tiempo de
evaluacion post STZ. Nuestros resultados muestran que la respuesta aguda a la STZ, a 25 dias post
inyeccidn, es mas pronunciada que a 95 dias luego de la administracién de la droga. Si bien a ambos plazos
evaluados se mantuvo la atrofia en CA1, no detectamos un aumento de la expresién del péptido BA y de
pTau a mediano plazo, y adicionalmente detectamos variacién en la reactividad glial entre ambos
experimentos. Nuestros resultados proporcionaron una referencia importante para futuros ensayos que
exploren el potencial de diversas terapias, de los cuales consideramos apropiado emplear enfoques con
un efecto rapido y potente durante un estadio temprano post STZ, y tratamientos de perfil mas moderado
y regulador en un estudio a mediano plazo post STZ.
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5 Capitulo V: Abordajes terapéuticos en el modelo de STZ-icv

Teniendo en cuenta los resultados previos de nuestro laboratorio de terapia génica icv con IGF1 (ver
seccion 1.5.3) en los que la expresidn del IGF1 a corto plazo indujo resultados prometedores decidimos
evaluar esta intervencion en el modelo de STZ-icv, en un periodo de tiempo similar. En el caso de la terapia
génica im con timulina, debido a que la expresion de nuestro RAd-FTS se mantuvo por meses (ver seccion
1.5.4) y que suponemos que su accién no es tan potente como en el caso del IGF1 sino mas bien
moduladora, decidimos plantear un estudio a mediano plazo. De igual manera, en base a nuestro estudio
previo de terapia celular iv (ver seccion 1.6.1.1, Zappa Villar et al., 2020) decidimos optar por un estudio
a igual tiempo para evaluar el efecto del secretoma de células madre mesenquimales en el modelo de
EAe.

5.1 Objetivos

- Implementar terapia génica de corto plazo con IGF1l en ratas macho del modelo de EAe.
Administrar la terapia por via icv, y analizar su impacto en el comportamiento y en el cerebro de los
animales a 25 dias post STZ-icv.

- Implementar terapia génica de mediano plazo con timulina en ratas macho del modelo de EAe.
Administrar la terapia por via intramuscular, y analizar su impacto en el comportamiento y en el cerebro
de los animales a 3 meses post STZ-icv.

- Implementar terapia celular con el secretoma de células madre mesenquimales que
sobreexpresen o no IGF1, en ratas macho del modelo de EAe. Administrar la terapia por via intranasal y
analizar su impacto en el comportamiento y en el cerebro de los animales a 3 meses post STZ-icv.

5.2 Resultados de terapia génica con IGF1

5.2.1 Latransferencia del gen IGF1 restaurd el comportamiento en el modelo de STZ-icv

Para evaluar si la terapia con IGF1 impactd en el comportamiento alterado en el modelo de EAe,
realizamos diferentes test comportamentales. Se observd que la inyeccién de STZ indujo una drastica
disminucién de la cantidad de canicas enterradas en el test de MB, comportamiento que mejord
significativamente con la sobreexpresion de IGF1 (Fig. 31A, B) (ANOVA de un factor de datos transformados
logaritmicamente, Fp,15= 41,26, p< 0,0001), aunque no llegd a igualar al grupo Sham.

La memoria de reconocimiento fue evaluada a través del test RO. El grupo STZ mostré una aumento
significativo en el tiempo de latencia para explorar el objeto novedoso respecto al grupo Sham, mientras
que los animales que recibieron la terapia con IGF1 no difirieron del Sham (Fig. 31C) (ANOVA de un factor,
F2.18= 5,757, p=0,0118). Al evaluar el indice de discriminacidn del objeto nuevo, observamos que las ratas
control no presentaron afectada la memoria (con I.D. > 0), mientras que las ratas con STZ mostraron su
memoria deteriorada. El tratamiento con IGF1 restaurd dicho comportamiento (Fig. 31D) (t-test para una
media: Sham: p=0,0032, STZ p=0,4113, STZ+IGF1 p=0,0394).
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Figura 31: Efecto de la transferencia de IGF1 sobre el rendimiento conductual en los test de enterramiento de canicas (MB) y de
reconocimiento de objetos nuevos (RO). En la prueba de MB, la transferencia de IGF1 provocd un aumento significativo del
numero de bolitas enterradas (A, B), un pardmetro afectado por la STZ. En el RO, en las ratas tratadas con STZ, se produjo un
aumento significativo de la latencia (C), junto con una reduccién del indice de discriminacidn (D); el tratamiento con IGF1 restaurd
el déficit de memoria. Los datos se analizaron mediante ANOVA de un factor (B y C) o contrastando el indice de discriminacion
con el nivel de azar O (t-test de una muestra) (D). Todos los datos se representaron como media + SEM. *p< 0,05; **p< 0,01; ***p<
0,001; ****p< 0,0001.

Por otro lado, evaluamos la memoria espacial en el LB. Se observé un aumento de la latencia para
alcanzar el agujero meta en el grupo STZ. Este pardmetro se redujo significativamente por el tratamiento
con IGF1 (Fig. 32A) (ANOVA de un factor, Fj18= 9,161, p= 0,0018). Por otro lado, la cantidad de errores
cometidos fue significativamente mayor en las ratas STZ respecto a los animales Sham. Los animales con
IGF1 no mostraron dicho aumento en los errores aunque esta medida no se restauré completamente (Fig.
32B) (ANOVA de un factor, Fi2,15= 6,646, p= 0,0069).

El comportamiento depresivo se observa en pacientes con EA. En este sentido, en el NF registramos
un aumento en el tiempo de inmovilidad de las ratas STZ. Esta medida se restablecié a niveles normales
mediante el tratamiento con IGF1 (Fig. 32E) (ANOVA de un factor, Fp,1= 4,508, p= 0,0259).

En conclusidn, la STZ-icv provocd un grave déficit de comportamiento, alterando la conducta tipica
de especie (enterramiento de objetos), afectando la memoria e incrementando el comportamiento simil
depresion. Estas alteraciones fueron restauradas en algunos casos parcialmente, y en otros totalmente,
por el tratamiento con IGF1.
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Figura 32: Efecto de la transferencia de IGF1 sobre el rendimiento conductual en el laberinto de Barnes (LB) y el test de nado
forzado (NF). Se observé un aumento de la latencia en la prueba de la memoria (PT) (A) y de los errores (B) a la caja de escape
por parte de los animales STZ, y una disminucion en el grupo STZ + IGF1. En la prueba de NF, la STZ aumenté el comportamiento
de inmovilidad y el tratamiento con IGF1 lo restaurd a niveles normales (C). Los datos se analizaron mediante ANOVA de un factor
y se representaron como media = SEM. *p < 0,05; **p <0,01.

5.2.2 Latransferencia del gen IGF1 activé su sefializacion en el hipocampo del modelo de STZ-
icv

Para evaluar el efecto de la transferencia icv del gen IGF1 en el hipocampo, realizamos WB de
extractos de proteinas del hipocampo y evaluamos los niveles de proteinas relevantes para la sefializacion
de IGF1 y la patologia de la EA. Curiosamente, las ratas con STZ mostraron niveles significativamente mas
altos de la subunidad a del IGF1R en comparacién con las ratas Sham. Los animales STZ+IGF1 mostraron a
su vez una mayor expresion de esta subunidad del receptor, pero esta no superd significativamente los
niveles de las ratas STZ (Fig. 33A) (ANOVA de un factor, F215= 9,121, p= 0,0018). Por otro lado, los niveles
de la subunidad B del IGF1R fueron comparables entre los tres grupos (Fig. 33B) (ANOVA de un factor,
F,18=0,7603, p= 0,4819).

Un mediador clave de la sefalizacidon de IGF1 es la quinasa Akt, que se activa por fosforilacidn. Se
observaron niveles significativamente mas altos en la relacion pAkt/Akt en los animales tratados con IGF1
(Fig. 33C) (ANOVA de un factor, Fiz18= 3,991, p= 0,0368). Como se demostré anteriormente en este
modelo, registramos un aumento significativo de pTau en el grupo STZ. Es importante destacar que este
aumento se restablecid a los niveles de referencia tras la terapia génica con IGF1 (Fig. 33D) (ANOVA de un
factor, Fp,13= 5,798, p= 0,0114). Por lo tanto, el enfoque de terapia génica con IGF1 activé la sefializacidn
del IGF1 en el hipocampo y disminuyd los niveles de pTau aumentados en el modelo de rata de EAe.

5.2.3 Latransferencia del gen IGF1 modulé la poblacién microglial del hipocampo

Como se mostré en el capitulo IV, las células microgliales del hipocampo responden a la inyeccidn de
STZ-icv. Para analizar el efecto del IGF1 en la poblacién microglial, evaluamos el numero de células
microgliales totales y reactivas Ibal* en el GD (Fig. 34A-C) y en el SR de CA1 (Fig. 34D-F). En las ratas STZ,
observamos un aumento significativo de las células microgliales reactivas en CA1 (Fig. 34H), pero no en el
GD (Fig. 34G). Sin embargo, la terapia génica con IGF1 incrementd la reactividad de estas células en el GD
(ANOVA de un factor; GD %reactivas: F2,15= 7,180, p= 0,0051; SR %reactivas: F;,18= 9,026, p= 0,0019).
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Figura 33: Aumento de la seiializacion de IGF1 en el hipocampo. Las proteinas del hipocampo se detectaron mediante WB y se
normalizaron con B-actina (A-C) o GAPDH (D). La inyeccion de STZ aumento los niveles de IGF1Ra comparado a las ratas Sham (A);
la media de expresion de IGF1Ra en los animales STZ+IGF1 fue la mayor de los tres grupos, aunque no superd significativamente
los niveles de las ratas STZ (A). Las medidas de IGF1RpB fueron comparables entre los tres grupos (B). Los animales tratados con
IGF1 mostraron los niveles mas altos de pAkt(Ser473)/Akt (C). El aumento de la inmunorreactividad de la proporcion de Tau
fosforilada (pTau(Ser396)/Tau) se restablecié en los animales STZ tras el tratamiento con IGF1 (D). Los datos se analizaron
mediante ANOVA de un factor y se representaron como media + SEM. *p< 0,05; **p< 0,01

Adicionalmente, la terapia ocasiond un aumento del nimero células microgliales comparado a los
grupos experimentales restantes (Fig. 34G, H) (ANOVA de un factor; GD totales: Fp,15= 23,72, p< 0,0001;
p= 0,0051; SR totales: F;15= 78.21, p< 0,0001). Este aumento en la microglia reactiva del grupo tratado
con IGF1 no informa acerca del perfil de las células, pudiendo estar ejerciendo acciones anti o
proinflamatorias.

Dado que la expresidn de enzima éxido nitrico sintasa inducible (iNOS) se asocia a la microglia reactiva
proinflamatoria (Possel et al., 2000; Sheng et al., 2011), realizamos WB en extractos de proteinas del
hipocampo para cuantificar los niveles de las isoformas inducible y neuronal (hnNOS) de dicha enzima.
Aunque no observamos diferencias entre los grupos para los niveles de nNOS (Fig. 35A) (ANOVA de un
factor; Fi18= 3,124, p= 0,0685), encontramos que la inyeccion de STZ provocd un aumento significativo
de la expresidn de la proteina iNOS en el hipocampo en comparacion con los animales de control, mientras
que en el grupo STZ+IGF1 dicho aumento no se observé (Fig. 35B) (ANOVA de un factor, Fpp,1= 3.812, p=
0,0417). Concluimos que la transferencia del gen IGF1 impacto en las células microgliales del hipocampo,
aumentando esta poblacion y su reactividad, probablemente hacia un fenotipo antiinflamatorio.
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Figura 34: Efecto de la transferencia de IGF1 sobre las células microgliales Ibal inmunorreactivas (ir) en el giro dentado (GD) y
el Stratum radiatum (SR) del hipocampo. Secciones coronales en animales representativos de cada grupo: Sham (GD: A; SR: D),
STZ (GD: B; SR: E), y STZ+IGF1 (GD: C; SR: F), mostrando células lbal-ir. Andlisis del % de células Ibal-ir reactivas y totales (GD: G;
SR: H); obsérvese un aumento del nimero y de la reactividad de las células Ibal-ir causado por la transferencia de IGF1. Barra de
escala: 20 um. Los datos se analizaron mediante ANOVA de un factor y se representaron como media + SEM. *p< 0,05; **p< 0,01;
***¥p< 0,001; ****p< 0,0001.

5.2.4 La transferencia del gen IGF1 restaurd la poblacién neuronal inmadura y los niveles de
proteinas sindpticas
En este estudio nos centramos en las neuronas del GD maduras (Fig. 36A-C) e inmaduras (Fig. 36D-
F), encontrandose en la capa granular y SGZ, respectivamente. En primer lugar, estudiamos las células
inmunorreactivas para NeuN y no encontramos diferencias en la inmunorreactividad entre los grupos (Fig.
36G) (ANOVA de un factor, Fi,15= 1,258, p= 0,3081). Para evaluar las neuronas inmaduras, examinamos el
numero de células DCX-ir, observando que la STZ disminuye fuertemente su nimero y que el tratamiento
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Figura 35: Aumento de la expresion de iNOS por STZ-icv. Las proteinas del hipocampo se detectaron mediante WB y se
normalizaron con B-actina (A) o GAPDH (B). La expresidn de nNOS no mostré diferencias entre los grupos (A), mientras que la STZ-
icv aumentd la expresion de iNOS, cambio que no se registré en el grupo tratado con IGF1 (B). Los datos se analizaron mediante
ANOVA de un factor y se representaron como media + SEM. *p< 0,05

con IGF1 los restablece a niveles comparables a los de los animales Sham (Fig. 36H) (ANOVA de un factor,

Fi218= 7,661, p= 0,0039).
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Figura 36: Efecto de la transferencia génica de IGF1 sobre neuronas maduras e inmaduras en el giro dentado (GD) del
hipocampo. Secciones coronales del GD en animales representativos de cada grupo mostrando células NeuN-ir (A-C) y células
DCX-ir (D-F). No se observaron diferencias en el IRA de NeuN (G). Obsérvese la disminucién de células DCX-ir generada por STZ,
que se recuperd con el tratamiento con IGF1 (H). Barra de escala: 20 um (C, F). Abreviaturas: GCL: capa celular granular; ML: capa
molecular. Los datos se analizaron mediante ANOVA de un factor y se representaron como media + SEM. *p< 0,05; **p< 0,01.

Basandonos en nuestros hallazgos conductuales e histolégicos, nos preguntamos si la transferencia
del gen IGF1 podria actuar sobre la funcién sindptica. Por lo tanto, analizamos mediante WB varias
proteinas relevantes para la funcidn sinaptica del hipocampo. Inicialmente registramos en los animales
con STZ una disminucién de la proteina de densidad postsinaptica 95 (PSD95), la proteina de andamiaje
mas abundante en las densidades postsinapticas. De manera interesante, los niveles de esta proteina se
restablecieron con la transferencia del gen IGF1 (Fig. 37A) (ANOVA de un factor, F,15= 4,964, p= 0,0192).
Para estudiar la transferencia de vesiculas sindpticas, analizamos la expresion de SYT2 y de la proteina de
la vesicula sinaptica 2 (SV2). Mientras que los niveles de SV2 no se alteraron en los grupos STZ e IGF1 (Fig.
37B) (ANOVA de un factor, SV2: Fi18= 2,547, p= 0,1061), SYT2 disminuyd significativamente en los
animales con STZ, una alteracidon que se observé en igual medida en los animales con IGF1 (Fig. 37C)
(ANOVA de un factor, SYT2: F15= 4,043, = 0,0355). Por ultimo, evaluamos los niveles de glutamato
descarboxilasa (GAD65/67), la enzima que produce el neurotransmisor GABA. Registramos una tendencia
sin una disminucidn significativa de esta proteina en los animales con STZ. Por el contrario, las ratas
tratadas con IGF1 si mostraron un aumento significativo en comparaciéon con el grupo STZ (Fig. 37C)
(ANOVA de un factor, F(2,15=4.845, p=0,0207). En conclusidn, la STZ provoca una disminucion de los niveles
de proteinas sindpticas y nuestros resultados muestran que la transferencia del gen IGF1 podria mejorar
la funcién cognitiva en este modelo al restaurar la funcién neuronal y sinaptica.
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Figura 37: Efecto de la transferencia genética de IGF1 en los niveles de proteinas sindpticas del hipocampo. Cuantificacion de
los niveles proteicos de la proteina de densidad postsinaptica 95 (PSD95) (A), proteina de vesicula sindptica 2 (SV2) (B),
sinaptotagmina 2 (SYT2) (C), y acido glutamico descarboxilasa 65/67 (GAD65/67) (D), normalizados respecto a la densidad relativa
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de B-actina. Se observé una disminucidn significativa de los niveles de proteina PSD95 y SYT2 en el grupo STZ, mientras que el
tratamiento con IGF1 produjo un aumento de los niveles de PSD95 y GAD65/67. Los datos se analizaron mediante ANOVA de un
factor y se representaron como media = SEM. *p< 0,05.

5.2.5 Correlacion entre el comportamiento y los niveles de proteinas neuronales del

hipocampo

Realizamos un analisis de correlacion de Pearson entre los pardmetros de comportamiento y las
proteinas neuronales del hipocampo, ya sea por IHC o WB (Fig. 38). Las células DCX-ir se correlacionaron
positivamente con las canicas enterradas (p= 0,0003), y negativamente con la latencia del RO (p=0,010),
y la latencia (p= 0,016) y los errores (p= 0,042) del PT en el LB. Por otro lado, sélo se encontré una
correlacidon marginal contra la inmovilidad en el NF (p= 0,059).

El IRA de NeuN sodlo se correlaciond negativamente con la latencia RO y los errores de PT de LB (p=
0,045 y p< 0,001, respectivamente). Por otro lado, la relacién pTau/Tau no se correlacioné con la cantidad
de canicas enterradas, pero mostré una correlacién significativamente positiva con la latencia del RO, la
latencia y los errores del PT en el LB, y la inmovilidad de la NF (p< 0,0001, p= 0,021, p< 0,001, y p= 0,008,
respectivamente). La expresién de PSD95 del hipocampo se correlaciond positivamente con las canicas
enterradas (p=0,035) y negativamente con la inmovilidad del NF (p=0,044). Se encontrd un patrdn similar
para la expresion de SV2, excepto que no se correlaciond con la inmovilidad (p= 0,029 para canicas
enterradas). En esta misma linea, observamos una correlacién significativa entre SYT2 y el enterramiento
en el MB (p = 0,032). Adicionalmente, GAD65/67 no se correlaciond con los resultados del MB, pero si lo
hizo negativamente con la latencia RO y la inmovilidad en el NF (p= 0,004 y p= 0,033, respectivamente).
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Figura 38: Correlacion entre comportamiento y funcion neuronal. La matriz de correlacion muestra las intrincadas asociaciones
entre los niveles de proteinas neuronales y el comportamiento animal. La significancia estadistica (p-valor) para el coeficiente de
correlacidn de Pearson fue incluida. *p <.05; **p <.01; ***p <.001; ****p < .0001.
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5.3 Discusion del experimento de terapia génica con IGF1

Tras el desarrollo de la EA, no existe ningln tratamiento farmacoldégico que detenga su progresidon
irreversible. En este sentido, los factores tréficos se han considerado agentes prometedores desde hace
décadas para prevenir o recuperar la muerte de las neuronas, aunque algunos experimentos resultaron
controversiales (Gubbi et al., 2018). Sin embargo, lineas de evidencia que muestran mejoras destacadas
en modelos de EA, nos impulsaron a realizar el presente estudio. Por ejemplo, se demostré que la
aplicacion intranasal de insulina (Y. Chen et al., 2018; Freiherr et al., 2013; Guo et al., 2017), y una fraccion
enriquecida con factores troficos de plasma humano (Anitua et al., 2013), mejord el comportamientoy la
plasticidad sindptica en modelos de EA. Por otro lado, se reportd que el IGF1, un potente péptido
neuroprotector, promueve la supervivencia de las neuronas y reduce la neuroinflamacién (Doré et al.,
1997; Ebert et al., 2008; Falomir-Lockhart et al., 2022). Anteriormente integrantes de nuestro grupo
realizaron terapia génica con IGF1 icv en el cerebro de ratas seniles. Este enfoque mejoré la memoria
espacial que se encuentra deteriorada por la avanzada edad de los animales, aumenté las neuronas
inmaduras del GD, y tuvo un impacto en el transcriptoma del hipocampo mediante la modulacién de
proteinas de unién a IGF1, integrinas y proteinas sinapticas, entre otros genes (Pardo et al., 2016, 2018).

Nuestra hipodtesis es que este paradigma de transferencia de genes de factores neurotréficos mejora
el comportamiento y la funcidn sindptica en el modelo de EAe con inyeccion de STZ-icv. Nuestros hallazgos
indican que el principal logro del enfoque de transferencia del gen IGF1 ha sido la recuperaciéon manifiesta,
parcial e incluso total en algunos casos, en las tareas relacionadas con la memoria de reconocimiento y
espacial, el enterramiento de canicas y el comportamiento simil depresién. En linea con nuestro trabajo,
en un estudio reciente realizado en colaboracién, inyectamos el mismo vector RAd-IGF1 en un modelo de
EA generado en ratén mediante inyeccién icv de oligdmeros BA, logrando una mejora en el rendimiento
cognitivo (Selles et al., 2020).

En nuestro experimento, observamos que la poblaciéon de NeuN del GD disminuyd tras la inyeccion
de STZ, y que la transferencia del gen IGF1 mostrd una tendencia a recuperarla, aunque estos cambios no
llegaron a ser significativos. Sin embargo, registramos una correlacion significativamente negativa entre el
IRA NeuN vy la latencia RO y los errores del LB. Al mismo tiempo encontramos que la poblacién de DCX del
GD también se vio fuertemente disminuida tras la inyeccion de STZ y, en este caso, se recuperd
completamente tras la transferencia del gen IGF1. Curiosamente, excepto para los resultados del NF, el
recuento de DCX se correlaciond positivamente con los parametros de respuesta de todas las demds
pruebas de comportamiento. Por lo tanto, nuestros datos sugieren que las neuronas inmaduras del
hipocampo desempeiian un papel mas destacado en el comportamiento que las células granulares
maduras del GD, y que la recuperacion de DCX mediada por IGF1 tiene un impacto directo en el
rendimiento comportamental en el contexto de EAe. Anteriormente, se demostré que algunos
comportamientos tipicos de la especie, como enterrar canicas, se ven afectados por el dafio en el
hipocampo (Deacon & Rawlins, 2005).

La EA esta marcada por la hiperfosforilacién de Tau en el cerebro. No sélo registramos una relacion
pTau/Tau aumentada tras la inyeccidon de STZ que se revirtid con la transferencia del gen IGF1, sino que
también encontramos que la relacién pTau/Tau estaba positivamente correlacionada con la latencia y los
errores del LB, la latencia RO y la inmovilidad en el NF. Nuestros resultados sugieren que la fosforilacion
aumentada de Tau podria ser en el modelo STZ-icv, un predictor fiable de un mal rendimiento en los test
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de LB, RO y NF. Este no es el caso de DCX, que no se relaciona con la inmovilidad del NF. Esto concuerda
con el paradigma aceptado de que la neurogénesis adulta estd implicada en tareas relacionadas con la
memoria, pero no en la condicién depresiva, como se evidencia en el NF, que depende de otras regiones
cerebrales (Slattery et al., 2011).

El IGF1 activa el receptor de la insulina y su propio receptor, el IGF1R, compuesto por subunidades a
extracelulares y B intracelulares. En un modelo de rata similar, generado con tres inyecciones de STZ a
menor dosis que la utilizada por nuestro grupo, el ARNm del IGF1R se encontrd diferencialmente
disminuido en el tejido de la corteza y el estriado de las ratas con STZ (Griinblatt et al., 2004). Esto plantea
la hipétesis de que, a través de la disminucion de expresidn de este receptor en el cerebro, la STZ repercute
en las respuestas celulares para la sefalizacidon del crecimiento y la supervivencia, aumentando la
vulnerabilidad a muerte celular. De hecho, en este modelo también se ha observado una disminucién de
la densidad de los IR (Agrawal et al., 2011; Griinblatt et al., 2007; Salkovic-Petrisic et al., 2006). Sin
embargo, en un estudio sobre muestras post-mortem de la corteza frontal de pacientes con EA, no se
encontraron diferencias significativas en la densidad del IGF1R evaluadas por autorradiografia cuantitativa
(Keyser et al., 1994). En nuestro trabajo, encontramos niveles similares de IGF1RB entre los tres grupos
experimentales. En un interesante estudio en el que se comparan los niveles de esta subunidad del
receptor en los modelos de EA en ratdn tratado con STZ y 3xTg-AD transgénicos (Y. Chen et al., 2013), no
se observaron diferencias en los animales inyectados con STZ mientras que en los transgénicos se
evidencid una disminucidn significativa. En linea con esto, en otro estudio, no se observaron diferencias
significativas en p-IRB ni en p-IGF1Rp en el hipocampo de ratas inyectadas unilateralmente con STZ (Guo
et al., 2017). Ademas, nuestro trabajo revelé que los niveles de IGF1Ra en el hipocampo del grupo STZ se
encontraba significativamente por encima de la linea de base del control, que a su vez aumentd tras el
tratamiento con IGF1. Un estudio colaborativo sobre muestras de hipocampo humano con EA (Selles et
al., 2020), reveld que, mientras que el IGF1 activo (no unido a sus proteinas de unién y transporte) se
encontro disminuido, la inmunorreactividad de la subunidad a del IGF1R aumentd en las muestras de EA,
lo que sugiere que es una compensacion del deterioro de la sefializacion de IGF1 en la enfermedad. Sin
embargo, en este mismo estudio, no se encontraron diferencias significativas entre los ratones
transgénicos APP/PS1 y sus homdlogos de tipo salvaje. Por ultimo, en el mismo trabajo, los niveles de
IGF1Ra estaban disminuidos en el modelo generado con oligdmeros BA inyectados icv (Selles et al., 2020).
Curiosamente, en estos dos modelos de ratén se produjo una disminucidn de IGF1 activo. En relacién con
esto, en un trabajo anterior de nuestro grupo con terapia con RAd-IGF1, se registraron cambios en la
expresion de las proteinas de unién a IGF1, especificamente una regulacion a la baja de IGFbp4 y una
regulacién al alza de IGFbp6 en el hipocampo de rata senil (Pardo et al., 2018). Las diferencias en los
resultados sobre la expresion del IGF1R en los modelos de EA podrian estar relacionadas con la naturaleza
de los modelos, los tiempos de evaluacion, los métodos de deteccion, o una combinacidn de estos
factores. Por ahora no se encuentran estudios en modelos animales de EA en los que se hayan evaluado
ambas subunidades del IGF1R. En el presente trabajo, observamos que la diferencia significativa
evidenciada para IGF1Ra estd en linea con la tendencia de nivel para la subunidad B.

Por otro lado, algunas pruebas experimentales sobre el papel del IGF1 en la EA son controvertidas.
Asi, se ha sugerido que el IGF1 puede promover la patologia de la EA. Por ejemplo, los ratones transgénicos
APP/PS1 mostraron una patologia menos grave al cruzarse con ratones enanos IGF1 -/- (Puig et al., 2016;
Sohrabi et al., 2020). En consecuencia, la intrincada relacién entre la sefializacion de IGF1, la disponibilidad
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de su receptor y la EA justifica una mayor investigacion. Los efectos del IGF1 parecen ser altamente
dependientes de estado general del cerebro y del contexto en el que se lo evaltia (Gubbi et al., 2018).

En cuanto a la microglia, hemos observado que el tratamiento con IGF1 aumentd su nimero en el
hipocampo, lo cual va en linea con sus efectos esperados en relacién al aumento de la supervivencia y
proliferacion celular, tal como se describid en la seccion 1.4.1.2 de la introduccidn.

Por otro lado, se ha documentado un aumento de la reactividad microglial en el estriado de ratas tras
la administracién icv de RAd-IGF1, en comparacion al grupo inyectado con un vector RAd control (Falomir-
Lockhart et al., 2019). Esto estda en linea con nuestra observacidn de aumento de reactividad de la
poblacién microglial del hipocampo. La respuesta inmunitaria exacerbada ejercida por la microglia y los
astrocitos en EA esta caracterizada por una fuerte expresién de la enzima iNOS. Esta proteina se expresa
en la microglia reactiva, los astrocitos y los macréfagos (Jana et al., 2005; Jaramillo et al., 2003; X. Lu et al.,
2010; Sheng et al., 2011). Asi, en un modelo de ratén transgénico de EA, la deficiencia genética de iINOS
protegié a los ratones de la formacién de placas seniles y del aumento de la reactividad astroglial y
microglial (Nathan et al., 2005). En nuestro estudio, encontramos que la STZ provocé un aumento de la
iNOS hipocampal, mientras que el IGF1 la amortigud hasta niveles no significativamente diferentes a los
del grupo Sham, lo que sugiere que el IGF1 promueve una respuesta antiinflamatoria mediada por la
microglia. Efectivamente, el mismo vector RAd-IGF1 inyectado en icv en ratas viejas promovidé un aumento
de la microglia con fenotipo antiinflamatorio en la unidad caudado-putamen, asociada con una mejora en
la performance motora de las ratas (Falomir-Lockhart et al., 2022).

El 6xido nitrico, a pesar de ser un relevante mediador biolégico, desempefa un papel citotéxico a
altas concentraciones. Asi, esta molécula reacciona con el anién superdxido, generando peroxinitrito, una
especie altamente reactiva y toxica que puede inducir peroxidacidon de lipidos y dafio oxidativo de
proteinas (Szabé et al., 2007; Yuste et al., 2015). Ademas de la nitracién, el éxido nitrico y las especies
relacionadas estan implicados en un tipo de modificacion postraduccional, la S-nitrosilacion. Por lo tanto,
un desequilibrio de estas especies reactivas puede dar lugar a modificaciones aberrantes y efectos en las
células cerebrales (Nakamura & Lipton, 2011; Zhao et al., 2015). En un interesante estudio con ratones
transgénicos que sobreexpresan APP se observaron mayores niveles de iNOS y nNOS en la corteza cerebral
(Zareba-Koziot et al., 2014), junto con una mayor cantidad de proteinas S-nitrosiladas (S-NO), detectadas
en la fraccidén de sinaptosomas. Se sugirid que este fendmeno estaba causado por un exceso de dxido
nitrico. Por lo tanto, debido al aumento de expresién de iNOS, es posible que diversas proteinas se
encuentren alteradas por S-nitrosilacion en el grupo STZ. Curiosamente, la S-nitrosilacién de PSD95 supera
a la palmitoilacion en los mismos residuos, lo que impide su trafico a la densidad postsindptica, donde
PSD95 se ensambla con nNOS y el receptor de NMDA. En nuestro estudio, observamos que la transferencia
del gen IGF1 restablece los niveles de PSD95. Por otro lado, un trabajo demostrd que concentraciones
altas y neurotéxicas de oxido nitrico, situaciéon que hipotetizamos ocurre en el grupo STZ, S-nitrosilan a
Akt, inhibiendo directamente su accién neuroprotectora (Numajiri et al., 2011).

Existen pruebas sustanciales de que la inyeccidn de STZ afecta a las proteinas sinadpticas del
hipocampo. En dos estudios, ratas inyectadas con STZ mostraron una disminucién de PSD95 en el
hipocampo (M. A. Fox & Sanes, 2007; Rajasekar et al., 2017). En un trabajo independiente, se inyectd STZ
icv en ratas y tanto SYP como PSD95 disminuyeron en el hipocampo (Li et al., 2020). En nuestro trabajo,
encontramos una reduccion de PSD95 después de la inyeccidn de STZ, que fue significativamente
restaurada por el tratamiento.
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Como hemos documentado anteriormente, la inyeccion de STZ provoca una disminucién de SYT2 y
GADG65/67 (Zappa Villar et al., 2020). En este estudio, observamos una tendencia de restauracion de SYT2
tras la transferencia del gen IGF1, dado que el grupo STZ+IGF1 no mostré dicha disminucion, por lo que
no fue significativamente diferente del control Sham. En cuanto a GAD65/67, la disminucidén tras la
inyeccion de STZ no alcanzé a ser significativa estadisticamente, aunque encontramos esta enzima
aumentada después del tratamiento con IGF1. La discrepancia con nuestros resultados anteriores puede
deberse a las diferencias de eleccion de tiempo post inyeccion para realizar los analisis, que en nuestro
trabajo previo fue de 3 meses después de la STZ. Esto plantea la posibilidad de que la enzima GAD65/67
se vea afectada mas tarde en el tiempo en este modelo, aunque la mejora de IGF1 puede seguir siendo
beneficiosa para la funcidn sindptica y el comportamiento. Por otra parte, los niveles de SV2, una proteina
presindptica que ya habiamos documentado encontrarse disminuia después de la inyeccion de STZ, no
tuvieron diferencias significativas entre los tres grupos evaluados, pero si lo fue al realizar una
comparacién de prueba t por pares entre grupo control y STZ (p= 0,039). Sin embargo, los niveles de SV2
no fueron modificados por el tratamiento con IGF1.

Previamente nuestro grupo demostrd que tras la administracion icv, el vector RAd-IGF1 transduce las
células ependimarias que recubren los ventriculos laterales (Herefiu et al., 2009; Pardo et al., 2016, 2018).
Estas células sobreexpresan IGF1 al menos de 2 a 20 dias después de la inyeccidn (Herenu et al., 2009),
siendo secretado al LCR, desde donde impacta a diferentes estructuras cerebrales, como el hipocampo.
Proponemos que el efecto terapéutico del IGF1 en este estudio se baso en la mejora de la sefalizacion de
la cascada del IGF1 en las neuronas, lo que provocd una disminucién de pTau, y recupero la expresion de
proteinas sindpticas y de neuronas inmaduras positivas para DCX. A su vez, proponemos que el IGF1
impacta en la microglia y modula esta poblacién hacia un fenotipo reactivo antiinflamatorio, lo que
contribuye a un ciclo virtuoso que conduce a una mejora del comportamiento en este modelo de EAe. Por
lo tanto, la sobreexpresion de IGF1 en el cerebro tiene un impacto beneficioso contra la patologia de la
EA, restaurando y previniendo dafios mayores.
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5.4 Resultados de terapia génica con timulina

5.4.1 Laterapia con timulina disminuyo la ansiedad y mejordé parcialmente los comportamientos
tipico de especie, exploratorio y simil depresion.

A través del test de MB, encontramos que el enterramiento de canicas tipico de los roedores, se
encontraba afectado a los 3 meses después de la inyeccidon de STZ, es decir, los animales del grupo STZ
enterraron una menor cantidad de canicas respecto de los animales control. Esta disminucién no fue
significativa en los animales STZ+FTS por lo que la terapia génica con timulina tendié a mejorar este tipo
de comportamiento (Fig. 39A) (ANOVA de un factor de datos transformados logaritmicamente, Fp, 21)=
5,948, p=0,0090).

Para evaluar el comportamiento ansioso y exploratorio, observamos y cuantificamos la performance
de las ratas en el test de CA. El grupo STZ exploré menos el ambiente, evidenciado por una disminucién
significativa en el nimero de lineas cruzadas en la caja (crossing), y la terapia mostré una tendencia de
incremento del comportamiento exploratorio pues no se observaron diferencias significativas respecto al
control aunque no llegd a ser significativo respecto al grupo STZ (Fig. 39E) (ANOVA de un factor, Fp, 21)=
3,910, p=0,0360). En cuanto a la exploracion vertical (rearing), no hubo diferencias entre los tres grupos
(Fig. 39F). Por otro lado, nuestros resultados sugieren que la terapia con timulina tiene potencial para
disminuir el comportamiento ansioso ya que aminoré el tiempo de grooming de los animales, comparado
con el grupo STZ (Fig. 39G) (ANOVA de un factor, Fp,21= 3,694, p=0,0422).

Para evaluar el comportamiento simil depresidn, cuantificamos el tiempo de flote durante el NF. Los
animales STZ mostraron un aumento significativo en este parametro, el cual tendié a reducirse pero no
pudo ser normalizado por la terapia génica con timulina dado (Fig. 39H) (ANOVA de un factor, F, 1= 4,001,
p=0,0337).

Concluimos que la terapia con timulina mejord el comportamiento de los animales, aunque no pudo
revertir completamente las alteraciones del comportamiento tipico de especie, exploratorio y simil
depresion afectado por la STZ-icv. En el caso de la ansiedad, medida por el tiempo de grooming, |a terapia
fue efectiva en disminuirla.

5.4.2 La terapia con timulina restaurd la memoria de reconocimiento pero no la memoria

espacial

Para evaluar la memoria de reconocimiento a corto y largo plazo (90 min y 24 hs, respectivamente),
realizamos los test RO2 y RO3. Cuando las ratas fueron expuestas a los dos objetos idénticos durante el
RO1, a través del I.D. no se detectd preferencia por ninguno de ellos (datos no mostrados). Tanto en el
RO2 como en el RO3, mientras que los animales control mostraron una buena performance, recordando
el objeto familiar y, consecuentemente, explorando mas el objeto nuevo (I.D. >0), el grupo STZ no
discrimind entre el objeto familiar y el novedoso (I.D. no distinto de 0). La terapia génica con timulina
restaurd este tipo de memoria tanto a corto plazo (Fig. 40A) (RO2, t-test para una media: Sham: p= 0,0023;
STZ: p= 0,4329; STZ+FTS: p= 0,0394), como a largo plazo (Fig. 40B) (RO3, t-test para una media: Sham:
p=0,0101; STZ: p= 0,2320; STZ+FTS: p= 0,0489).
Por otro lado, para evaluar si la terapia génica tuvo repercusiones en la memoria espacial, realizamos el
LB. Si bien durante los repetidos ensayos de adquisicion de memoria (AT), todos los animales aprendieron
la tarea de ubicar la caja de escape (medida en el tiempo de latencia), el grupo STZ tuvo una curva de

98



aprendizaje que se mantuvo por encima de la curva del grupo Sham (Fig. 40C), mientras que el grupo
tratado con timulina se comporté de manera mas similar al control. Sin embargo, no se observaron
diferencias significativas entre los grupos en latencia. Por lo tanto, la terapia con timulina tiene un efecto
diferencial en la memoria de los animales, mostrando potencial para recuperar el deterioro en la memoria
de reconocimiento, no asi con la memoria espacial.
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Figura 39: La transferencia génica de timulina modificé el comportamiento tipico de especie, exploratorio y simil depresién
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5.4.3 La terapia con timulina no recuperd las neuronas inmaduras en el giro dentado

El nimero de neuronas inmaduras fue cuantificado en la zona neurogénica del hipocampo, es decir,
la SGZ del GD, siendo identificadas como células DCX-ir. Observamos una marcada disminucidon de las
neuronas inmaduras en el grupo STZ con respecto al control, que no pudo ser revertido por la terapia con
timulina (Fig. 41A) (ANOVA de un factor, F(, 21)= 34,58, p<0,0001).
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Figura 41: La transferencia génica de timulina no reestablecié las neuronas inmaduras en el GD afectadas por STZ-icv. La
cuantificacion de células DCX-ir mostré una fuerte reduccion en su numero por la inyeccién con STZ, que no pudo ser recuperada
por el tratamiento con timulina (A). Cortes coronales de la capa celular granular (en azul) y SGZ del GD, representativas de cada
grupo experimental (B-C). Barra de escala: 20 um. Los datos se analizaron mediante ANOVA de un factor y se representaron como
media + SEM. ****p< 0,0001.

5.4.4 Efecto inmunomodulador de la terapia con timulina en las células gliales del hipocampo
5.4.4.1 Microglia

Para evaluar si la terapia génica con timulina moduld la poblacidon microglial, se cuantificé el nimero
de células Iba-ir y se las clasificé segun su morfologia en reactivas o no reactivas, en el GD. Observamos
un aumento significativo del nimero de células Ibal* en el grupo STZ respecto al Sham. El grupo que
recibié la timulina no difirid significativamente respecto al Sham, sin embargo, la terapia no restablecio la
cantidad de células microgliales a niveles normales (Fig. 42A) (ANOVA de un factor, F(, 21)= 3,523 ,
p=0,0479). De manera interesante, la timulina produjo una disminucién muy marcada de la reactividad de
la microglia (que mostré una tendencia a aumentar por la inyeccién con STZ [p=0,0591]), disminuyendo el
porcentaje de células con morfologia reactiva incluso por debajo del grupo control (Fig. 42B) (ANOVA de
un factor, Fy,21= 12,91, p=0,0002). Por lo tanto, nuestros resultados muestran que la timulina tiene un
fuerte potencial para modular el fenotipo microglial.
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Figura 42: La transferencia génica de timulina disminuye la reactividad de la microglia en el giro dentado. La cuantificacion de
células Ibal-ir mostré un aumento del nimero de microglia inducido por la STZ, y una tendencia a reducirlo por la timulina(A). La
timulina disminuyd significativamente los niveles de microglia con morfologia reactiva, hasta niveles mas bajos que los animales
control (B). Cortes coronales del Hilus del GD inmunomarcados contra Ibal, imagenes representativas de cada grupo experimental
(C-E) Barra de escala: 20 um. Los datos se analizaron mediante ANOVA de un factor y se representaron como media + SEM.
*p<0,05; **p<0,01; ****p< 0,0001.

5.4.4.2 Astrocitos

Decidimos enfocar nuestro analisis en la regidon de CA3, donde previamente documentamos cambios
inducidos por la STZ en los astrocitos. Nuestros resultados muestran que la timulina incrementé el IRA por
encima de los niveles del control Sham y del grupo STZ (Fig. 43A) (ANOVA de un factor, Fp, 21)=13,85,
p=0,0001). Si bien el analisis estadistico de los tres grupos experimentales no mostrd diferencias
significativas entre los grupos Sham y STZ, al realizar un t-test de Student, se observé un incremento en el
IRA por STZ (p=0,0154). Por otro lado, mediante el analisis de Sholl, no se encontraron diferencias
significativas en la complejidad de ramificacion de los astrocitos (Fig. 43B). Finalmente, en cuanto al
numero de células GFAP-ir, observamos que el tratamiento con timulina incrementé el nimero de células,
comparado al grupo control y al grupo con STZ (Fig. 43C) (ANOVA de un factor, F, 21=6,348, p=0,007).

5.5 Discusion del experimento de terapia génica con timulina

La EA esta caracterizada por un incremento en la reactividad de la microglia y de los astrocitos, que
es un reflejo de cambios moleculares, bioquimicos y transcripcionales de estas células, en respuesta a un
estimulo patoldgico. Por ende, las multiples funciones en la que se ven involucradas resultan desreguladas
en este contexto. Estos cambios pueden mantenerse mientras que el estimulo patoldgico estd presente,
mientras que otros aspectos pueden resolverse, mostrando que la reactividad de las células gliales puede
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Figura 43: La transferencia génica de timulina aumenta el drea inmunorreactiva (IRA) de GFAP en los astrocitos en el
hipocampo. El tratamiento con timulina incrementd la expresién de GFAP en la regién de CA3 del hipocampo (A). No se
observaron diferencias en la arborizacién de las células, estudiada mediante el analisis de Sholl (B), pero si en el nimero de células
GFAP-ir, aumentado en el grupo con la terapia (C). Cortes coronales de CA3 inmunomarcados contra GFAP, imdgenes
representativas de cada grupo experimental (D-F). Barra de escala: 20 um. Los datos se analizaron mediante ANOVA de un factor
y se representaron como media £ SEM. *p<0,05; ****p< 0,0001

ser un proceso reversible (Escartin et al., 2019). A pesar de los resultados prometedores que obtuvimos
con la terapia génica con IGF1, nos encontrdbamos interesados en encontrar una estrategia que nos
permita modular la reactividad de la microglia y los astrocitos, inducida por la STZ. La timulina es un
nonapéptido del cual se ha demostrado posee propiedades antiinflamatorias en diversos modelos
murinos caracterizados por una importante inflamacién, como en el modelo experimental de fibrosis
pulmonar (Yara et al., 2001), el modelo de inflamacidn crdnica por inyecciones periféricas (Novoselova et
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al., 2018), o centrales (Safieh-Garabedian et al., 2003, 2011) de LPS, y el modelo de asma alérgica (Da Silva
et al., 2014).

Previamente, nuestro grupo reportd que una unica inyecciéon im del vector RAd-FTS basta para
mantener los niveles de timulina aumentados en el suero de rata hasta mas de 100 dias post inyeccion
(Morel et al., 2006), por lo que decidimos usar esta estrategia en el modelo de STZ-icv para un experimento
de terapia a mediano plazo, especificamente a tres meses post inyeccion. Este es el primer trabajo en el
gue se evalua el efecto de la timulina en un modelo de enfermedad neurodegenerativa.

A diferencia de la terapia con IGF1, nuestros resultados de enterramiento tipico de especie,
exploracién y comportamiento simil depresion, revelan que la timulina mejoréd parcialmente la
performance de los animales del modelo STZ-icv, mostrando un efecto mas claro en la ansiedad,
disminuyéndola en comparacidn con las ratas inyectadas con STZ. Ademas, la terapia con timulina restaurd
la memoria de reconocimiento de corto y largo plazo, aunque no tuvo efectos en la memoria espacial, lo
gue demuestra que estos dos tipos de memoria no se encuentran controladas por los mismos circuitos, a
pesar de que comparten areas cerebrales que las modulan. Las regiones importantes para la memoria
espacial son el hipocampo con sus place cells, que proporcionan una representacion estable de ubicacion
(O’Keefe & Conway, 1978), y la corteza entorrinal con sus “grid cells”, que producen mapas de coordenadas
internas que permiten al animal desplazarse de un lugar a otro (Hafting et al., 2005). Menos claro resulta
el papel de la corteza prefrontal medial, que parece estar involucrada en la memoria espacial aunque bajo
ciertas condiciones de testeo (de Bruin et al., 1994; Sang Jo et al., 2007). Sin embargo, para la memoria de
reconocimiento, no existe un conceso claro sobre el rol de estas estructuras, aunque las tres parecen estar
involucradas, como se detallé en la discusidn del Capitulo IV. Esto implica que la diferencia selectiva que
hemos observado en la mejora de la memoria podria estar relacionada al impacto de la timulina sobre
diversos aspectos, como los circuitos neuronales involucrados, los neurotransmisores y sistemas de
sefializacién, las interacciones gliales, y por ultimo, la plasticidad sinaptica, que es esencial para el
almacenamiento y la recuperacion de la memoria, y puede ser especifica de regiones cerebrales o incluso
subregiones dentro de una regién determinada.

Todos los trabajos documentados hasta ahora que hacen uso de la timulina como agente terapéutico,
han reportado Unicamente sobre sus propiedades inmunomoduladoras en diversos modelos de
inflamacién aguda o crénica, mostrando su potencial de disminuir los mediadores inflamatorios
circulantes tanto a nivel periférico como central (Da Silva et al., 2014; Kanaan et al., 2002; Novoselova et
al., 2018; Safieh-Garabedian et al., 2002, 2011). En concordancia con estos resultados, nuestro trabajo
indica que los aumentos de timulina sérica, son capaces de modular la respuesta microglial,
especificamente disminuyendo su reactividad, en un modelo de EA. Este efecto pudo ser generado ya sea
de forma directa, con la timulina ingresando al cerebro, o de forma indirecta, promoviendo cambios en
las células inmunitarias periféricas que podrian generar una respuesta a nivel central, hipétesis para la cual
resultaria interesante estudiar la integridad de la BHE en el modelo de STZ-icv. Aunque no contamos con
pruebas de que la timulina pueda ingresar directamente al SNC, la Dra. Dardenne, una de las primeras
personas en caracterizar este péptido y antigua colaboradora de nuestro grupo de investigacidn, comunicé
a nuestro laboratorio que la timulina efectivamente puede ingresar al cerebro, como también fue
comunicado en el articulo Safieh-Garabedian et al., 2003. Asi, es posible que los efectos observados en
nuestro experimento fueran el resultado del ingreso directo de la timulina al SNC.
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Por otro lado, los resultados obtenidos sobre las neuronas inmaduras del giro dentado muestran
claramente que la timulina no es un factor tréfico como el IGF1, y que por lo tanto no tiene el potencial
para recuperar la neurogénesis afectada por la STZ.

La astrogliosis reactiva es muy heterogénea, y por ejemplo se ha demostrado que, en esta reaccion,
a pesar de caracterizarse por la expresidon alterada de un grupo central de genes, los astrocitos pueden
presentar distintos genes diferencialmente expresados, segun el estimulo o injuria aplicados (Zamanian et
al.,, 2012). Los astrocitos reactivos son tipicamente interpretados como detrimentales para el SNC, y
aunque hay muchas pruebas de ello, actualmente se concibe que dependiendo del contexto, la reaccion
de estas células puede ser beneficiosa, como lo sugieren los resultados de Zamanian et al.,, 2012 con
respecto a los astrocitos reactivos inducidos por isquemia, y como lo demuestran Abjean et al., 2023 en
dos modelos murinos de enfermedad de Huntington. De manera inesperada, hemos observado que la
timulina indujo un aumento de la expresion de GFAP y en el nimero de astrocitos. El incremento en el IRA
de GFAP no fue consecuencia de un incremento en la arborizacién astrocitaria como lo demuestra el
analisis de Sholl, sino del aumento en el nimero de astrocitos GFAP-ir. Sin embargo, cabe la posibilidad de
qgue el incremento en el IRA de GFAP sea adicionalmente un reflejo de una hipertrofia celular, indicativo
de reactividad astrocitaria. Si este fuera el caso y la timulina aumenta la reactividad astrocitaria, no
podriamos asegurar que los astrocitos del grupo STZ+FTS se encuentren en el mismo estado reactivo que
los astrocitos del grupo STZ. Por lo tanto resultaria interesante, al menos como primer paso, realizar un
analisis de perfil transcriptémico, que seria Util para entender los cambios especificos inducidos tanto por
la STZ como por la timulina. Teniendo en cuenta los resultados positivos de los test de comportamiento,
hipotetizamos que la timulina promueve en los astrocitos funciones beneficiales para las neuronas, como
por ejemplo la expresion de factores que promuevan las sinapsis, hipdtesis que resta por ser probada.

Con respecto al aumento del nimero de células GFAP-ir inducido por timulina, nos encontramos ante
dos posibles escenarios. Una posible interpretacion es que la timulina haya potenciado la proliferacién de
los astrocitos, y por otro lado, también es posible que dicho resultado sea consecuencia no de una activa
division y diferenciacion celular, sino de la expresién de GFAP por astrocitos que originalmente no
expresaban esta proteina en niveles detectables, como se sugiere que ocurre en la EA (Serrano-Pozo et
al., 2013).

Con estos resultados, hipotetizamos que el impacto de la timulina en la microglia y los astrocitos
podria haber sido beneficioso para esta regién, contribuyendo a la mejora del comportamiento ansioso y
la recuperacién de la memoria de reconocimiento. La discusion de nuestros resultados de
comportamiento resulta limitada, ya que no existen otros trabajos que hayan evaluado el efecto de la
terapia con timulina en el comportamiento de los animales, incluso en otro tipo de modelos. Sin embargo,
estos resultados demuestran que la timulina puede tener un impacto beneficioso en comportamientos
afectados en la EA, lo que justifica la realizacidon de mas estudios en esta tematica.
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5.6 Resultados del experimento de terapia celular con el secretoma de células madre
mesenquimales

5.6.1 Comportamiento tipico de especie y ansiedad

Previo a los test de comportamiento, el peso de los animales fue monitoreado periédicamente. El
protocolo de instilacidn no afecté al peso de los animales durante todo el experimento, y se observd
inicialmente la disminucién del peso corporal tipica post STZ, con posterior recuperacién (datos no
mostrados).

El test de MB es un test robusto para la evaluacién del estado general del animal, ya que mide la
actividad de enterramiento de las ratas macho, un comportamiento natural e inherente para estos
animales. De esta forma, tipicamente las ratas control entierran las canicas que encuentran sobre la viruta
de sus cajas, mientras que los machos del modelo de STZ-icv, muestran una disminucion significativa en
este comportamiento tipico de especie. En este experimento observamos que las ratas control se
comportaron de forma atipica, al enterrar muy pocas canicas, de forma similar al grupo STZ (Fig. 44A)
(ANOVA de un factor de datos transformados logaritmicamente; F325= 2,619, p=0,0731). Si bien en nuestro
disefio experimental no existe un grupo experimental de ratas intactas, por experiencia previa y
comparacién con resultados previos de test con ratas de la misma edad, concluimos que es factible que el
protocolo experimental de repetidas instilaciones afecté el comportamiento de enterramiento.

Por otro lado, en el test de CA mediante el cual analizamos exploracién y ansiedad, encontramos que
si bien hubieron diferencias de exploracidn entre los grupos Sham y STZ como es lo esperado, es decir los
grupos tratados con STZ caminaron menos en la caja del test (Fig. 44B) (ANOVA de un factor; Fz25=6,725;
p=0,0018), todos los grupos se mostraron mas activos de lo esperado para nuestra colonia. Esto se puede
observar comparando con la figura 39E del experimento de terapia génica con timulina y también con lo
reportado anteriormente por nuestro grupo (Zappa Villar et al., 2020). Este aumento anormal de actividad
también los vimos reflejado en el tiempo de rearing (media+SEM: 89,37 + 7,997), en el cual la comparacion
con otros grupos de ratas controles de la misma edad mostré un significativo aumento del tiempo de este
comportamiento (p<0,0001; media+SEM de colonias previas: 32,12 + 3,64). En cuanto a los parametros de
ansiedad, en el grooming no observamos diferencias significativas entre los grupos (Fig. 44C) (ANOVA de
un factor; Fs25= 0,9405, p=0,4359), similar a lo mostrado en la terapia con timulina, y referido al tiempo
en el area central, aunque no se encontraron diferencias significativas (Fig. 44D) (ANOVA de un factor;
Fs.25= 1,209, p=0,3270), las ratas control a pesar de caminar mucho por la caja, entraron menos de lo
esperado al area central (mediatSEM: 1,78 + 1,25), en comparacién con datos previos de nuestra colonia
(mediatSEM: 15,75 + 4,92). Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que los animales de nuestro
experimento se encontraron hiperactivos y mas ansiosos de lo normal.

5.6.2 Memoria de reconocimiento y espacial

Al evaluar la memoria de reconocimiento mediante el test RO, encontramos resultados contrarios a
los esperados en la evaluacion a corto plazo (RO2). En primer lugar, cuando las ratas fueron expuestas a
los dos objetos idénticos durante el RO1, a través del I.D. no se detectd preferencia por ninguno de ellos
(datos no mostrados). Luego de 90 min (RO2), los animales del grupo control no se comportaron de la
manera esperada, si bien exploraron mas el objeto nuevo (62% mas), el I.D. no resulté significativamente
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Figura 44: Enterramiento y comportamiento ansioso alterado en el grupo Sham. El grupo Sham tuvo un pobre enterramiento de
canicas, no difiriendo del grupo STZ como es esperable (A). Comportamiento exploratorio afectado por la STZ (B). Falta de
diferencias significativas esperables entre los grupos Sham y STZ en comportamientos que reflejan ansiedad: grooming (C) y
tiempo en el 4rea central de la caja (D). Los datos se analizaron mediante ANOVA de un factor y se representaron como media
SEM. *p<0,05, **p< 0,01.

diferente de 0 (p= 0,0826), y al contrario, el grupo STZ mostré un mayor I.D. (Fig. 45A). El grupo STZ+Sc
mostré su memoria deteriorada, mientras que el grupo STZ+Sc(IGF1) mostré preferencia por el objeto
nuevo (RO2, t-test para una media: Sham: p= 0,0826; STZ: p= 0,0160; STZ+Sc: p= 0,9087 ; STZ+Sc(IGF1):
p=0,0405); consecuentemente, resulta dificil interpretar los resultados obtenidos para los grupos tratados
con Sc de células naive (sin transducir) o sobreexpresando IGF1, debido a las anomalias que presentaron
los grupos Sham y STZ. Por otro lado, en lo que refiere a la memoria de reconocimiento de largo plazo
(RO3), en este caso los animales Sham mostraron un I.D. esperado (mayor a 0), mientras que la STZ afectd
a la memoria y no hubo un efecto de ambas terapias en este tipo de memoria (Fig. 45B) (RO3, t-test para
una media: Sham: p=0,0197; STZ: p= 0,3853; STZ+Sc: p=0,2303; STZ+Sc(IGF1): p=0,8958).
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Figura 45: Memoria de reconocimiento del grupo Sham afectada y falta de efecto de la inyeccion de STZ-icv. El grupo Sham

mostré su memoria de reconocimiento de corto plazo afectada, lo contrario para el grupo STZ (A). Resultados esperables en la
memoria de reconocimiento a largo plazo (B). Falta de diferencias significativas esperables entre los grupos Sham y STZ en las
variables utilizadas para estudiar memoria espacial (C-F). Los datos se analizaron mediante ANOVA de un factor y se

representaron como media + SEM. *p<0,05, **p< 0,01.
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En cuanto a la memoria espacial, evaluamos en el PT del LB la latencia, los errores cometidos, la
frecuencia de exploracion del GS (agujeros -1, 0y 1) y el tiempo de permanencia en el cuadrante meta de
la plataforma. En los cuatro casos, el grupo Sham se comporté de forma esperada, sin embargo, la
inyeccién de STZ no alterd la memoria espacial de los animales. Esto puede observarse en la latencia (Fig.
45C) (ANOVA de un factor; F325=0,7321, p= 0,5426), y el nimero de errores (Fig. 45D) (ANOVA de un
factor; Fa5= 1,136, p= 0,3536), en los que el grupo STZ no tuvo el aumento esperado con respecto al
control. Aunque para el grupo STZ se observa una tendencia de disminucién de las exploraciones en el GS
(Fig. 45E) (ANOVA de un factor; Fi 5= 3,795, p= 0,0227) y en el cuadrante meta (Fig. 45F) (ANOVA de un
factor; Fi25=3,424, p= 0,0325), estos parametros tampoco fueron significativamente distintos a los del
grupo Sham. Curiosamente, la administracion de Sc(IGF1) generé un aumento de las exploraciones en los
alrededores del agujero meta, el cual no fue observado por la administracion de Sc naive (Fig. 45E, F).

Concluimos que factores no identificados (ambientales o asociados al protocolo) pueden haber
afectado el comportamiento de los animales Sham, y, a su vez que la STZ no produjo el efecto esperado
en el comportamiento de los animales.

5.6.3 Comportamiento simil depresion

En el NF, el grupo STZ mostré una reduccion significativa en la conducta activa comparado con el
grupo control, mientras que esta alteracion se revirtio en el grupo STZ+Sc(IGF1), y parcialmente en el grupo
STZ+Sc (Fig 46A) (ANOVA de un factor; F2s= 3,537, p= 0,0291). Sin embargo, al evaluar el tiempo de
inmovilidad en el tanque de agua, el grupo STZ no mostrd un incremento de este comportamiento como
es lo esperado (Fig. 46B) (ANOVA de un factor; F(325= 1,032, p=0,3953). La comparacién entre el tiempo
de flote de los animales Sham de este experimento y los del experimento de terapia con timulina, no
mostré cambios en este parametro (p>0,05 datos no mostrados); por lo tanto, en este caso los animales
Sham no poseian alterado dicho comportamiento. El aumento de conducta activa en los animales tratados
con el Sc enriquecido con IGF1 sugiere un potencial efecto benéfico de esta terapia.
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Figura 46: Comportamiento simil depresion parcialmente incrementado por STZ-icv. La STZ provocé una disminucién en la
conducta activa que refleja motivacion de escape del tanque, lo cual fue revertido por la terapia con Sc enriquecido en IGF1 (A).
No se observaron diferencias significativas en el tiempo de inmovilidad (B). Los datos se analizaron mediante ANOVA de un factor
y se representaron como media + SEM. *p<0,05.
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5.7 Discusion del experimento de terapia con secretoma de células madre
mesenquimales

Este experimento estuvo disefiado para probar el potencial terapéutico combinado entre el Sc de
MSC y el IGF1. El experimento fue impulsado por nuestros resultados previos de terapia génica con IGF1
mostrados en este capitulo, y resultados previamente publicados de terapia celular con MSC de cordén
umbilical humano en el modelo de STZ-icv. En dicho trabajo mostramos que las MSC inyectadas de forma
iv, fueron eficientes en revertir de forma total o parcial el deterioro conductual (especificamente ansiedad,
exploracidn, comportamiento tipico de especie y memoria espacial), y la neurodegeneracion (volumen del
SR y neuronas maduras de CA1), causados por STZ-icv en ratas, a los 3 meses post lesién (Zappa Villar et
al., 2020). Para combinar ambas estrategias, generamos MSC de corddn umbilical humano naive y que
sobreexpresaran IGF1, y recolectamos su Sc. La eleccién de trabajar con el Sc de MSC se basé en las
ventajas que tiene con respecto a trabajar con células, las cuales consisten en su facil administracion en
animales, la reduccidn del riesgo de rechazo, la reduccién de formacién de tejido ectépico o trombosis, y
por supuesto, su rica composicion en moléculas con un amplio espectro de accién biolégica, como
citoquinas, factores de crecimiento, micro RNAs, lipidos, vesiculas extracelulares, etc (Eleuteri &
Fierabracci, 2019). Adicionalmente, el interés de trabajar con Sc celular proviene de la busqueda de una
estrategia no basada en inyecciones, de manera que sea menos invasiva para el animal. Las ratas fueron
tratadas con Sc de MSC naive y de MSC que sobreexpresaran IGF1, para poder discriminar entre efectos
causados Unicamente por el Sc o por su combinacién con IGF1.

Al evaluar los resultados de comportamiento, encontramos que tanto las ratas control como las
tratadas con STZ, no se comportaron de la manera esperada en la mayoria de las pruebas. Brevemente,
en cuanto a los animales control, encontramos el comportamiento tipico de especie afectado, debido a
gue el enterramiento de canicas fue bajo, similar al de los grupos tratados con STZ. El enterramiento de
canicas es un comportamiento robusto y natural de las ratas (de Brouwer et al., 2019), y se ha sugerido
que puede ser tomado como un equivalente a actividades diarias en humanos, que probablemente sean
el resultado de la integracidn de la actividad de diversas areas cerebrales. Durante el test de CA, las ratas
control se mostraron activas en los bordes de la caja aunque ingresando muy poco al area central, lo cual
puede ser un signo de aumento de ansiedad. Por otro lado, el grupo Sham tuvo afectada la memoria de
reconocimiento de corto plazo, mientras que en el resto de las evaluaciones (reconocimiento a largo plazo
y memoria espacial), estos animales se comportaron de manera normal. Tampoco se evidenciaron
alteraciones en el comportamiento simil depresidn.

Por otro lado, los animales STZ, al contrario de los controles, se comportaron de forma esperada en
el test de MB, mostrando un enterramiento casi nulo de canicas, y en el CA no hubo mayores diferencias
con respecto al grupo Sham, salvo una disminucién en la exploracidon, que si bien fue documentada por
nuestro grupo previamente (Zappa Villar et al., 2020), en este caso la diferencia podria estar debida al
comportamiento exacerbado del control. Resulta llamativo que el grupo STZ mostrara preferencia por el
objeto nuevo durante el RO2, lo que indica que estos animales no tuvieron afectada la memoria de
reconocimiento a corto plazo como se esperaria, aunque si la de largo plazo. Los animales STZ tampoco se
diferenciaron significativamente del grupo Sham en el LB, y por otra parte, tuvieron un comportamiento
simil depresivo parcialmente aumentado, dado por una disminucién de la conducta activa pero no en un
incremento del tiempo de flotacidn. Finalmente, las Unicas diferencias de los grupos tratados con Sc se
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observaron en el grupo Sc+IGF1 en la memoria espacial y el comportamiento simil depresién, mostrando
una mejora de estos pardmetros. A pesar de las anomalias encontradas, los resultados del grupo Sc+IGF1
sugieren un potencial efecto benéfico de la terapia combinada.

Es posible que los efectos observados en el grupo de Sc+IGF1 se deban a un acceso al cerebro del
IGF1 y de las moléculas que componen el Sc completo de la MSC de corddn umbilical humano, ya que la
region olfativa de las fosas nasales proporciona vias extracelulares e intracelulares al SNC, que evitan la
BHE (Illum, 2000), de ahi el interés por las terapias administradas de forma intranasal. Dependiendo de la
expresion de receptores en el epitelio olfatorio y de la naturaleza de la molécula, estas pueden llegar al
cerebro en minutos ya sea por migracidn por hendiduras intercelulares abiertas del epitelio olfativo hasta
los bulbos olfatorios, como se ha demostrado en roedores y primates (Balin et al., 1986); o si son
endocitadas, por un transporte axoplasmico anterdgrado en las neuronas sensoriales olfativas, (Broadwell
& Balin, 1985) luego de 6 horas de su administracion. Por otro lado, también se describio la via de entrada
a través del nervio trigeminal, sugerida como una via adicional para la entrada de IGF1 administrado
intranasal (Thorne et al., 2004). En dicho trabajo se demostré que el IGF1 marcado radioactivamente
puede llegar al cerebro en ratas SD tras solo 30 minutos luego de su administracion. La intensidad de la
sefial fue maxima en porciones del bulbo olfatorio, el nervio trigémino y la corteza cerebral, regiones a
partir de las cuales se observd un gradiente decreciente con la distancia desde los conductos nasales.
Ademas, estos autores demostraron que el IGF1 conservo su actividad ya que se observd un aumento de
la fosforilacién de residuos tirosina, en concordancia con el tipo de receptor que este péptido puede
activar (Thorne et al., 2004). Por otro lado, recientemente un grupo mostré que en ratas acostumbradas
a tomar etanol y autoadministrarse nicotina, la instilacién de Sc de MSC derivadas de tejido adiposo,
inhibié notablemente la ingesta crénica de estas sustancias, y disminuyé tanto el aumento del estrés
oxidativo como la reactividad de los astrocitos y la microglia en el hipocampo (Quintanilla et al., 2019).

Debido al comportamiento ansioso aumentado en los controles y la falta de deterioro en la memoria
de los animales con STZ, se tomd la decisidon de no procesar los cerebros. Hipotetizamos que diversos
factores pueden haber influenciado en el comportamiento de las ratas, como se detalla a continuacién.

Por un lado, es necesario considerar que existen numerosos factores que pueden influenciar las
medidas conductuales, ya que sutiles diferencias de procedimiento o en el medio ambiente, pueden
alterar los resultados. Por ejemplo, ademas de los factores mas conocidos que pueden influir los resultados
de test comportamentales como el ruido, la luz, los olores fuertes (Saré et al., 2021), existen otros un poco
mas sutiles como la humedad del ambiente de testeo (Chesler et al., 2002), la profundidad y/o tipo de
cama (Hauzenberger et al., 2006; Tanaka et al., 2014), y el sexo del experimentador (Georgiou et al., 2022;
Sorge et al., 2014). En 2020, el confinamiento por aumento de casos positivos de SARS-CoV-2, se produjo
en simultdaneo al momento en que las ratas de experimentaciéon contaban con los 3 meses de edad
necesarios para inyectar la STZ-icv. Por lo tanto, factores relacionados a la pandemia de SARS-CoV-2,
podrian haber influenciado la conducta de las ratas, ya que el periodo post STZ que incluye la manipulacién
de los animales para realizar los test de comportamiento, se vio caracterizado por circunstancias
especiales. Por ejemplo, la implementacién de medidas de seguridad estrictas podria haber introducido
estrés adicional en las ratas de laboratorio. Esto es porque el uso de equipos de proteccion personal como
gafas y mdscaras especiales, el distanciamiento social y las medidas fuertes de desinfeccidn podrian haber
afectado el ambiente de las ratas de laboratorio y potencialmente influir en su comportamiento durante
los experimentos. Se ha demostrado que los roedores son sensibles a los estados emocionales, y muestran
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un fuerte contagio emocional de la angustia, mostrando signos de miedo y sensibilidad al dolor alterada
cuando presencian el miedo o el dolor de otros roedores, y esto se basa en estructuras neuronales
homodlogas a las que se activan cuando los humanos sienten empatia (Keysers et al., 2022).

En segundo lugar, es necesario considerar problemas en la preparacién de STZ, o el uso de un lote de
droga fallado. La STZ en solucidn se vuelve un compuesto quimicamente muy inestable, por lo tanto es
importante que la soluciones a inyectar sean preparadas el dia de la cirugia estereotaxica. Pequefas
variaciones en el pH o la composicion del vehiculo podrian haber causado una falla en la generacién del
modelo. En resumen, la inyeccion de STZ resulta un paso critico que estd sujeto a procedimientos
experimentales susceptibles a error y variabilidad, como la preparaciéon de la droga y la inyeccidon
esteoreotaxica, lo que constituye una desventaja con respecto a los otros modelos de EA no
farmacolégicos. Por lo tanto, resulta fundamental la realizacién de baterias de pruebas conductuales y el
conocimiento del comportamiento esperado de los animales para detectar posibles fallas.

Por ultimo, consideramos que el protocolo utilizado para instilar el Sc de forma intranasal puede
haber influido en el comportamiento de nuestros animales. El isoflurano es el anestésico volatil mas
ampliamente utilizado en experimentacién preclinica con roedores (Richardson & Flecknell, 2005), aunque
algunos trabajos muestran que, dependiendo el modelo y la condiciéon patoldgica del cerebro, los
anestésicos volatiles, incluidos el isoflurano, pueden tener efectos neuroprotectores o neurotéxicos. Por
ejemplo, en modelos de lesiones hipdxicas, en donde se provoca la activacién de una respuesta
inflamatoria local, el tratamiento con isoflurano redujo el volumen del infarto a corto plazo, asi como
atrofia cerebral y déficits neuroconductuales a largo plazo, efectos que podrian estar mediados por
activacion de la via de PI3K (Zhou et al., 2010). En experimentos in vitro con células microgliales BV2
tratadas con LPS, se mostré que el tratamiento con isoflurano o propofol disminuia la expresién de IL-1B
pero no de TNFa ni IL-6 (Tanaka et al., 2013). Por otro lado, en cultivo primario de astrocitos corticales, el
isoflurano produjo un aumento de la expresion de la enzima iNOS, junto con una sobreproduccion de
oxido nitrico, IL6 y MCP-1 (C. Zhang et al., 2021). En dos modelos distintos de EA, se observd que una
exposicién de isoflurano durante 10 horas en 5 dias redujo las placas amiloides en el hipocampo y mejoré
la memoria espacial de ratones transgénicos (APPswe,PSEN1dE9)85Dbo/J (D. Su et al., 2012), mientras
gue un exposicion mas corta de isoflurano no alteré el comportamiento, la amiloidopatia, la inflamacion
ni la apoptdsis en ratones transgénicos Tg2576 (Borgstedt et al., 2022). En resumen, las diferencias en los
modelos, edad de los animales, concentracidon de isoflurano y tiempo de exposicion hacen dificil la
comparacién de estos resultados, pero indican que el isoflurano podria haber influenciado el
comportamiento de nuestros animales, tanto controles como tratadas con STZ.

En conclusidn, alguno, o varios, de los factores mencionados anteriormente puede haber alterado de
forma no esperada el cerebro y el comportamiento de los animales, ya que este Ultimo es un reflejo de los
cambios a nivel molecular, bioquimico y celular, que ocurren en el SNC.

5.8 Conclusion

Nuestro estudio proporciona pruebas sdlidas del efecto beneficioso del IGF1 para restaurar la funciéon
cognitiva en el modelo de EAe de corto plazo, generado por inyeccion de STZ-icv. Resulta valioso advertir
qgue proporcionando al SNC de factores adecuados para promover su regeneracion, el comportamiento
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alterado en los animales puede ser mejorado o revertido. Mecanicamente, proponemos que la
sefializacién de IGF1 amortigua la relacién pTau/Tau, estimula la expresion de las proteinas sindpticas del
hipocampo y la neurogénesis, y convierte las células microgliales en un fenotipo antiinflamatorio reactivo.
El potente efecto del IGF1 en el comportamiento de los animales se ha visto reflejado en nuestros
resultados de memoria espacial y comportamiento simil depresivo, luego de la instilaciéon con Sc de MSC
enriquecido en IGF1.

Por otro lado, demostramos por primera vez que la timulina tiene un potencial benéfico
inmunomodulatorio sobre la microglia y los astrocitos en un modelo de enfermedad neurodegenerativa,
ya que al promover cambios en la reactividad glial, restaurd la memoria de reconocimiento y tuvo efectos
en la ansiedad, la exploracidn y el comportamiento simil depresion.
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6 Capitulo VI: Estudio del efecto de la STZ-icv en ratas hembray
comparacion con el modelo de enfermedad de Alzheimer esporadica en
ratas macho

6.1 Objetivos

- Evaluar si la administracion de STZ a corto plazo genera un modelo de EAe en ratas hembra.
Adicionalmente, estudiar si la deplecidn de hormonas ovdricas mediante ovariectomia incrementa la
vulnerabilidad de las ratas a la STZ. Analizar: comportamiento, expresién de proteinas marcadoras de EA,
microglia reactiva, neuronas inmaduras y morfometria, en el hipocampo.

- Comparar el efecto de la STZ-icv entre ratas macho y hembra, con y sin ovarios, en el
comportamiento, la reactividad astrocitica, las sinapsis y las neuronas inmaduras en el hipocampo.

6.2 Resultados de inyeccidon de STZ-icv en ratas hembra con ovarios y ovariectomizadas

6.2.1 Variacién del peso corporal después de la ovariectomia y de la inyeccién de STZ

Los cambios en el peso corporal se evaluaron en todos los animales a intervalos regulares. La figura
47A muestra la progresion del peso corporal a lo largo de los dias y el recuadro (Fig. 47B) la ganancia del
peso entre los DE 0 y +8. Las ratas inyectadas con STZ evidenciaron una pérdida significativa de peso ocho
dias después de la inyeccion (Fig. 47B) (ANOVA de dos factores; factor OVX: F(1, 295= 0,005436, p=0,9418;
factor STZ: F(1,28= 97,97, p<0,0001; interaccion: F(, 25= 14,84, p= 0,0006), como se describié previamente
en ratas macho. A partir de ese momento, las ratas STZ iniciaron una recuperacién progresiva del peso
corporal. Desde el DE +8 hasta el final del experimento, la media de peso del grupo OVX+LCRa fue la mas
alta entre los grupos, y fue significativamente mas alta que las medias de los grupos OVX+STZy Sham+LCRa
en puntos de tiempo especificos (ED+8, ED+23, ED+30), dependiendo del grupo (Fig. 47A) (ANOVA de tres
factores; factor OVX: F1,28= 17,47, p=0,0003; factor STZ: F(1, 2= 6,735, p=0,0149; factor tiempo: F(22s1,63.86)=
117,5, p<0,0001, interaccion: Fi, 156) = 8,303, p<0,0001). En conclusion, la OVX aumentd el peso corporal
mientras que la administracién de STZ produjo una disminucion del mismo hasta 8 dias post inyeccion.

6.2.2 La STZ-icv afecta el enterramiento y el comportamiento exploratorio dependiendo del

estatus ovarico

En el test de MB (Fig. 49A), la STZ no tuvo efecto en ratas con ovarios en comparacion con el grupo
control. Sin embargo, en ratas OVX, la STZ disminuyd significativamente la cantidad de canicas enterradas
en comparacion con el grupo control OVX (Fig. 49B) (ANOVA de dos factores de datos transformados
logaritmicamente, factor OVX: Fq, 25) = 0,0865, p=0,7708; factor STZ: F(1, 28y = 10,96, p=0,0026; interaccidn
F, 28 = 3,596, p=0,0683).

Por otro lado, en el test de CA, la ovariectomia per se no modificd ninguno de los parametros de
exploracidn y ansiedad evaluados. El tratamiento con STZ en ratas con ovarios disminuyd el
comportamiento exploratorio, evidenciado por una reduccién significativa en el nimero de crossing (Fig.
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49C) y el tiempo de rearing (Fig. 49D), en comparacidn con el grupo Sham+LCRa (ANOVA de dos factores;
Crossing: factor OVX: F(1, 2= 0,6486, p=0,4274; factor STZ: F(1,28= 10,69, p=0,0029; interaccidn F, 5= 2,065,
p=0,1618; Rearing: factor OVX: F(, 28= 2,788e°%, p=0,9958; factor STZ: F(1, 28= 8,377, p=0,0073; interaccién
F1,28= 1,117, p=0,2996).
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Figura 47: Cambios en el peso corporal post STZ y ovariectomia. El peso corporal de todas las ratas se registré a lo largo del
experimento (A). En el DE +8, las ratas inyectadas con STZ presentaron una ganancia de peso negativa, lo contrario para las ratas
control ovariectomizadas, que tuvieron un aumento de peso mayor que las ratas control con ovarios (B). Luego del DE +8, los
grupos con STZ comenzaron a recuperar su peso corporal. Los datos se analizaron mediante ANOVA de tres factores con medidas
repetidas (A) o ANOVA de dos factores (B) y se expresaron como media + SEM. Los asteriscos marcan diferencias entre OVX+LCRa
y Sham+LCRa. El simbolo numeral marca diferencia entre OVX+LCRa y OVX+STZ. *p <0,05, #p <0,05, **p< 0,01, ****p<0,0001.

En el tiempo de inmovilidad del CA observamos tendencias a aumentar en los animales tratados con
STZ, aunque no hubo diferencias significativas entre los grupos (Fig. 49E). Sin embargo, debido a una
interaccién de factores no significativa, se observaron los efectos principales, mostrando un efecto
significativo de la inyeccidon de STZ en aumentar el tiempo inmévil en ratas (ANOVA de dos factores de
datos transformados logaritmicamente; factor OVX: F1, 29= 0,1370, p=0,7141; factor STZ: Fp, 28= 9,517,
p=0,0045; interacciéon Fp, 25= 0,4101, p=0,5271). En cuanto al acicalamiento (grooming), el cual es
considerado una conducta de ansiedad si se realiza excesivamente, no hubo diferencias significativas entre
los cuatro grupos experimentales (Fig. 49F) (ANOVA de dos factores de datos transformados
logaritmicamente; factor OVX: Fq, 28= 0,7519, p=0,3932; factor STZ: F(1,29)= 1,767, p=0,1945; interaccién F,
28= 1.745, p=0.1972).

Por lo tanto, nuestros resultados muestran que, dependiendo del tipo de comportamiento evaluado,
la combinacién de ovariectomia y STZ puede alterar o no la conducta de las ratas
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Figura 49: Enterramiento y comportamiento exploratorio afectado por la STZ-icv dependiendo el estado ovdrico de las hembras.
En el MB (esquema de patrén de canicas [A]), la STZ causé una disminucion del enterramiento de canicas al ser inyectada en ratas
sin ovarios (B). El comportamiento exploratorio en el CA se vio afectado por la STZ en ratas con ovarios, con una disminucién en
el crossing (C) y en el rearing (D). La STZ no afectd significativamente la ansiedad medida por el tiempo de inmovilidad (E) y de
grooming (F), aunque se observé cierta tendencia a aumentar dichos comportamientos. Los datos se analizaron mediante ANOVA
de dos factores y se representaron como media + SEM. *p <0,05

6.2.3 Memoria de reconocimiento afectada por la STZ y la ovariectomia

La memoria de reconocimiento se evalué a corto (90 min) y largo plazo (24 h). Cuando las ratas fueron
expuestas a los dos objetos idénticos durante el RO1, no se detecto preferencia por ninguno de ellos (para
cada grupo, el I.D. no fue significativamente diferente de 0, p>0,05).

A corto plazo, ambos grupos control (Sham+LCRa y OVX+LCRa) presentaron un I.D. significativamente
superior a 0 como resultado de la preferencia por el ON, lo que indica que la memoria de reconocimiento
no se vio afectada por el procedimiento de inyeccidn icv o la ovariectomia (Fig. 50A) (t-test de una muestra;
Sham+LCRa: p= 0,0054; OVX+aCSF: p= 0,0167). Por el contrario, las ratas inyectadas con STZ (con y sin
ovarios) tuvieron un |.D. que no fue diferente a 0, lo que se interpreta como un deterioro en la memoria
de reconocimiento (Fig. 50A) (t-test de una muestra; Sham+STZ: p=0,2591; OVX+STZ: p= 0,5566). Por otro
lado, cuando se evalué la memoria de reconocimiento después de 24 h, observamos que tanto la STZ-icv
como la ovariectomia afectaron la memoria de los animales (Fig. 50B) (t-test de una muestra; Sham+LCRa:
p=0,0297; Sham+STZ: p=0,3635; OVX+LCRa: p=0,0642; OVX+STZ: p=0,1696). Por lo tanto, la STZ-icv afectd
la memoria de reconocimiento tanto a corto como a largo plazo, independientemente del estado ovarico
de los animales; por otro lado, la deplecidon de hormonas ovaricas afectd la memoria de reconocimiento
Unicamente a largo plazo.
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Figura 50: Deterioro de la memoria de reconocimiento por la STZ-icv y la ovariectomia. Noventa minutos luego de la fase de
entrenamiento (RO1), las ratas inyectadas con STZ no mostraron preferencia por el objeto nuevo, lo cual indica memoria afectada
(A). Al repetir el test 24 h después del RO1, tanto la STZ como la ovariectomia afectaron este tipo de memoria (B). Las
comparaciones se hicieron contrastando el indice de discriminacidn con el nivel de azar O (t-test de una muestra). Todos los datos
se representaron como media * SEM. *p< 0,05; **p< 0,01.

6.2.4 Memoria espacial en ratas hembra tras la inyeccién de STZ-icv

En el LB no se encontraron diferencias significativas entre los grupos en la latencia (Fig. 51A) ni en los
errores durante el PT (Fig. 51B), aunque se observé una tendencia general de aumento en estos
pardmetros en los grupos tratados con STZ. En el nimero total de exploraciones tampoco se encontraron
diferencias entre los grupos, aunque debido a que la interaccion entre los factores no fue significativa, se
realizd una evaluacién de los efectos principales, mostrando que la STZ tuvo un impacto en el
comportamiento exploratorio, provocando una reduccion de este pardmetro (Fig. 51C) (ANOVA de dos
factores, factor OVX: F(1, 25= 0,02253, p=0,8818; factor STZ: F(1, 28)= 5,768, p=0,0232; Interaccion: Fg, 28)=
1,104, p=0,3024).
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Figura 51: Memoria espacial en ratas hembra inyectadas con STZ-icv. Memoria espacial evaluada mediante el LB. El test post
hoc no mostré diferencias entre los grupos en la latencia a encontrar el agujero meta en los AT2, 4, 6 y PT (A). No se observaron
diferencias entre los grupos en el nimero de errores cometidos (B), ni en la exploracidn total durante en el PT (C). Los datos se
analizaron mediante ANOVA de dos factores (B y C), y con medidas repetidas (A). Los datos se representaron como media = SEM.
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6.2.5 La STZ-icvy la ovariectomia aumentaron el comportamiento simil depresion

En el test de NF, observamos que en comparacién con el grupo Sham+LCRa, tanto la STZ como la OVX
generaron una disminucién en el comportamiento activo de las ratas para escapar del tanque de agua, la
cual fue mas pronunciada en el grupo con la combinacién de ambas intervenciones (Fig. 52A) (ANOVA de
dos factores; factor OVX: F(1, 28= 18,56, p=0,0002; factor STZ: F(1, 28)= 13,55, p=0,0010; interaccion: F, 28)=
1,040, p=0,3166). Con respecto a la inmovilidad o flotacidn, las ratas OVX mostraron un aumento en este
comportamiento pasivo en comparacion con las ratas Sham con ovarios (Fig. 52B) (ANOVA de dos factores;
factor OVX: Fi, 28= 5,894, p=0,0219; factor STZ: Fg, 29= 1,731e>, p=0,9967; interaccion: Fu, 2= 7,517,
p=0,0105). Por lo tanto, tanto la STZ como la ovariectomia afectan a la motivacion de escape de las ratas,
lo que es interpretado como un aumento en el comportamiento simil depresivo.

sk K B
A k¥
* * % B
250 250 —
09 i . o LCRa =
@ oogpd & i e STZ
S 2000 5 . - 200 i
.E . % ; ° ()
@ 160~ ‘o 040 £ 150 !
._:_. = ee —i— [ , ]
§ 100 % 21004 o § e e
£ ok E ! ) Inmovilidad
5 504 o % E : o Conducta  Inmovilida
2 o® L i e activa
o L]
0 T — 0-—o° .
Sham ovX Sham ovXxX

Figura 52: Aumento del comportamiento simil depresion por STZ-icv y ovariectomia. Una disminucidn en la conducta activa
(motivacidn para escapar del tanque) (A) y aumento del tiempo de flotacién o inmovilidad (B) reflejan un comportamiento simil
depresion, inducido por la STZ-icv y la ovariectomia. Los datos se analizaron mediante ANOVA de dos factores y se representaron
como media + SEM. *p <0,05, **p< 0,01, ****p<0,0001.

6.2.6 La STZ-icv no aumento la expresion de proteinas relevantes para la enfermedad de

Alzheimer

Mediante WB, se evaluaron dos fosforilaciones diferentes en la proteina Tau en lisados de hipocampo,
especificamente la fosforilacién en Thr231 (AT180) y Ser396. No se encontraron diferencias significativas
entre los cuatro grupos experimentales para ninguna de ellas (Fig. 53A, B) (ANOVA de dos factores; 53A)
factor OVX: Fp, 2= 0,03143, p=0,8606; factor STZ: F(1, 2= 0,04095, p=0,8411; interaccién: Fp, 2= 3.079,
p=0.0903; 53B) factor OVX: F1, 2= 0,9499, p=0,3381; factor STZ: F1, 2= 1,018, p=0,3216; interaccién: F,
28= 0,3746, p=0,5455). Asimismo, el nivel de expresion del péptido BA no se vio afectado por la STZ en los
animales con o sin ovarios (Fig. 53C) (ANOVA de dos factores, factor OVX: F(1, 25)= 0,2809, p=0,6003; factor
STZ: Fu, 28= 0,3117, p=0,5811; interaccion: Fp, 2g= 0,002522, p=0,9603). En conclusion, el disefio
experimental utilizado en este trabajo no genera en ratas hembra, el aumento tipico de pTau y péptido BA
encontrado en machos con STZ-icv, a este mismo plazo de evaluacion post inyeccién.
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Figura 53: La STZ-icv no aumentd la fosforilacién de tau ni la expresion del péptido BA. No se observaron diferencias significativas
en la fosforilacion de Tau en Ser396 (A) ni en Thr231(AT180) (B), ni tampoco en los niveles del péptido BA (C). Los datos se
analizaron mediante ANOVA de dos factores y se representaron como media = SEM.

6.2.7 La STZ-icv afecta a las neuronas maduras e inmaduras del giro dentado

El volumen ocupado por las neuronas maduras que forman parte de la capa granular del GD fue
cuantificado a partir de una tincién con Nissl (Fig. 54B). La STZ-icv tuvo un impacto negativo sobre las
neuronas granulares en el GD, ya que los grupos Sham+STZ y OVX+STZ mostraron una disminucion
significativa en el volumen de esta capa en comparacion con las ratas Sham+LCRa (Fig. 54A) (ANOVA de
dos factores; factor OVX: F(1, 29)= 0,5624, p=0,4596; factor STZ: F(1, 28)= 10,28, p=0,0034; interaccion F, 28)=
6,698, p=0,0151).

En cuanto a las neuronas inmaduras, el nimero se redujo drasticamente por la inyeccién de STZ (en
ratas con y sin ovarios) y, curiosamente, el grupo OVX+STZ mostré menos neuronas inmaduras que las
ratas STZ con ovarios (Fig. 54C) (ANOVA de dos factores; factor OVX: Fq, 25) = 14,43, p=0,0007; factor STZ:
F, 28= 64,90, p<0,0001; interaccion: F(, 2= 0,01514, p=0,9029). En conclusién, las neuronas del GD son
altamente vulnerables a la STZ en ratas hembra, y nuestros resultados sugieren una reduccién en la
neurogénesis hipocampal. Adicionalmente, observamos que las neuronas inmaduras fueron mas
susceptibles a la inyeccidon de STZ en ratas sin ovarios.

6.2.8 Aumento de reactividad microglial por inyeccién de STZ-icv y ovariectomia

Las células microgliales se estudiaron a través de IHQ para lbal en tres regiones hipocampales
distintas: el DH del GD (Fig. 55E, F), el SR de CA3 (Fig. 56A, B) y el SR de CA1 (Fig. 56C, D). La STZ en
animales sin ovarios promovid un aumento en el nimero total de células microgliales en las tres regiones
analizadas, un cambio que no fue evidenciado por la inyeccion de STZ en hembras con ovarios. Sin
embargo, al analizar la morfologia de las células, ambos grupos tratados con STZ (Sham+STZ y OVX+STZ)
presentaron resultados comparables, con un aumento significativo de la reactividad de estas células con
respecto a sus controles.
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Los resultados estadisticos para el porcentaje de células reactivas son los siguientes, segun la region
estudiada: ANOVA de dos factores; para el DH: factor OVX: F(1,28= 1,994, p=0,1689; factor STZ: F(1, 2= 75,20,
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Figura 54: Disminucion de neuronas en el GD por STZ-icv en ratas con y sin ovarios. Las neuronas maduras de la capa granular
del GD fueron afectadas por la STZ-icv, independientemente del estatus ovarico (A). Mosaico del GD en seccidn coronal, marcando
como ROI la capa granular en toda su longitud, tefiida con Nissl; rectangulo rojo marcando SGZ donde se encuentran los
progenitores de neuronas que originan células inmaduras DCX-ir; barra de escala: 500 um (B). Disminucién del nimero de
neuronas inmaduras por inyeccion de STZ y efecto potenciado por combinacion de STZ y ovariectomia (C). Secciones coronales
del GD, con IHQ para Ibal y tincién de Nissl, representativas de cada grupo experimental; barra de escala: 20 um (D). Los datos se
analizaron mediante ANOVA de dos factores y se representaron como media £ SEM. *p <0,05, **p< 0,01, ****p<0,0001.

p<0,0001; interaccion: F, 29)= 2,449, p=0,1288. Para SR CA3: factor OVX: F(1,25= 0,001619, p=0,9682; factor
STZ: F1,28= 23,18, p<0,0001; interaccidén: Fp, 28= 0,1205, p=0,7310. Para SR CA1: factor OVX: F(1,28=0,4809,
p=0,4937; factor STZ: F(1,28= 87,91, p<0,0001; interaccidn: F(, 25 = 0,3659, p=0,5501).

Los resultados estadisticos para el nimero de células Ibal totales son los siguientes, segun la region
estudiada: ANOVA de dos factores; para el DH: factor OVX: F1, 2= 0,005110, p=0,9435; factor STZ: F, 2=
14,02, p=0,0008; interaccidn Fq, 2 = 4,169, p=0,0507. Para SR CA3: factor OVX: F(1, 29)= 1,746, p=0,1971;
factor STZ: Fp, 28 = 9,864, p=0,0040; interaccion: F, 2= 3,962, p=0,0564. Para SR CA1: factor OVX F, 2=
3,137, p=0,0874; factor STZ: F(1, 28= 18,82, p=0,0002; interaccion: Fp, 2= 8.859, p=0,0060).

Por lo tanto, nuestros resultados muestran que la respuesta de la microglia fue conservada en las tres
regiones hipocampales, y sugieren que microglia responde a la STZ proliferando solo en ratas con una
deplecidon de hormonas ovaricas, mientras que la reactividad de estas células aumenta por inyeccién de
STZ independientemente del estado ovarico del animal.
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Figura 55: Respuesta de la microglia a la inyeccion de STZ en ratas con y sin ovarios, en el GD. Secciones coronales del GD con
IHQ para Ibal, representativas de cada grupo experimental; barra de escala: 40 um (A-D). La inyeccién de STZ en ratas sin ovarios
provoco un aumento de las células microgliales (E). Simultdneamente, la STZ aumento la proporcion de células reactivas, tanto en
animales con y sin ovarios (F). Los datos se analizaron mediante ANOVA de dos factores y se representaron como media + SEM.

**p< 0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001.

6.3 Discusion del efecto de STZ-icv en ratas hembra

La EA afecta desproporcionadamente a las mujeres en comparacion con los hombres (L. L. Barnes et
al., 2005; Beam et al., 2018; S. Gao et al., 1998; Gaugler et al., 2023), ya que aproximadamente dos tercios
de los pacientes son mujeres. Sin embargo, los mecanismos biolégicos que subyacen a esta diferencia
siguen siendo en gran medida desconocidos. Probablemente esto se deba a que, por muchos afios, los

animales macho fueron elegidos principalmente como modelo en neurociencia, retrasando el
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Figura 56: Respuesta de la microglia a la inyeccion de STZ en ratas con y sin ovarios, en CA3 y CA1. La inyeccion de STZ en ratas
sin ovarios provoco un aumento de las células microgliales en CA3 (A) y en CA1 (C). Al igual que en GD, en ambas regiones la STZ
aumenté la proporcion de células reactivas, tanto en animales con y sin ovarios (B y D). Los datos se analizaron mediante ANOVA
de dos factores y se representaron como media + SEM. *p<0,05, **p< 0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001.

conocimiento acerca de la patologia en el cerebro de la hembra. Este también es el caso para el modelo
de STZ-icv, que si bien fue descripto en la década de los 90 (Lannert & Hoyer, 1998), actualmente solo
unos pocos trabajos utilizaron ratas hembra inyectadas con STZ (Biasibetti et al., 2017; Dalli et al., 2018;
Misra et al., 2011). El estudio del efecto de la STZ en las hembras sigue estando en gran medida
incompleto. Por lo tanto, consideramos que es necesaria una caracterizacién exhaustiva para definir las
condiciones en las que la STZ podria ser utilizada para generar un modelo de EAe en hembras. Por esta
razon, hemos decidido estudiar el efecto de una Unica inyeccion bilateral de STZ en dosis de 3mg/kg de
peso corporal, dosis utilizada por nosotros y otros autores para generar el modelo en ratas macho (Bassani
et al., 2018; Knezovic et al., 2015; Zappa Villar et al.,, 2018, 2020, 2021). En este trabajo, utilizamos
animales con y sin ovarios, para evaluar si la deplecién de esteroides gonadales podria cambiar la
vulnerabilidad de las ratas a la STZ.

En primer lugar, la STZ generd un descenso del peso corporal de los animales, hasta 8 dias post
inyeccion, tal como hemos observado previamente en ratas macho (Zappa Villar et al., 2018). Por otro
lado, la ovariectomia produjo un aumento en la ganancia de peso de los animales respecto al control, lo
cual es un fendmeno esperado debido a la reduccidn de esteroides ovéricos en circulacién. Efectivamente,
la menopausia en mujeres estd asociada con un incremento en la grasa corporal (Ley et al., 1992). En
animales, la ovariectomia genera un incremento en el consumo de alimento y un incremento en la grasa
corporal (Y. Chen & Heiman, 2001; McElroy & Wade, 1987). La resistencia a leptina no pareceria estar
involucrada en este proceso (Y. Chen & Heiman, 2001), sin embargo, un mecanismo posible mediante el

121



cual los esteroides afectarian el metabolismo del tejido adiposo seria a través de la actividad de la lipasa
lipoproteica, ya que se ha demostrado que la ovariectomia duplica la actividad de esta enzima, que puede
ser revertido por tratamiento con estradiol (Hamosh & Hamosh, 1975).

Resulta interesante observar que, en hembras con ovarios, la STZ no produjo una baja significativa
del enterramiento de canicas. La interpretacidn de estos resultados debe ser cautelosa, ya que el
enterramiento natural de objetos que no representan un peligro para el animal ha sido mayoritariamente
estudiado en ratas macho (de Brouwer et al., 2019), y es necesario considerar la posibilidad de que este
comportamiento tenga una interpretacion diferente segin el sexo del animal. Ademas, en ratas hembra
ciclando, hemos observado una alta dispersidon por grupo, lo cual podria ser consecuencia de las
variaciones hormonales del ciclo estral. Efectivamente, un trabajo realizado en hembras Wistar sugiere
que los estrégenos y la progesterona podrian influir en el comportamiento de enterramiento. Mas
especificamente, se ha observado que durante la fase proestro, cuando los niveles plasmaticos de estradiol
son altos, el enterramiento de canicas es pobre, comparado a la fase temprana del metestro, cuando los
niveles hormonales son bajos (T. Schneider & Popik, 2007). Teniendo en cuenta estas observaciones,
creemos necesario, en futuros estudios, aumentar el numero de animales para evaluar este
comportamiento en distintas etapas del ciclo estral. En cuanto a las ratas sin ovarios, la STZ si produjo un
descenso del enterramiento de canicas, de manera similar a lo reportado previamente por nuestro grupo
en ratas macho (Zappa Villar et al., 2020, 2021). Desafortunadamente, la falta de estudios en ratas hembra
sobre este tipo de comportamiento dificulta la interpretacién de los resultados, por lo que es necesario
realizar mas estudios para comprender la naturaleza de esta conducta.

Respecto al comportamiento exploratorio, se observd que el efecto de la STZ estd influenciado por
las hormonas ovaricas, ya que la droga lo redujo en las ratas con ovarios, no asi en las OVX. Por otro lado,
la STZ aumentd la ansiedad de los animales independientemente del estatus ovarico de los mismos. La
exploracidon de un entorno nuevo es una tendencia natural de los roedores, y este cambio también se
reprodujo previamente en ratas macho (Zappa Villar et al., 2020).

En cuanto a la memoria, la STZ indujo un marcado deterioro de la memoria de reconocimiento,
independientemente del estado ovarico de los animales, estudiada tanto a corto como a largo plazo (90
miny 24 h de retencidn, respectivamente). Este tipo de memoria, evaluada mediante el paradigma RO, se
muestra particularmente vulnerable a los efectos de la STZ desde tiempos cortos post inyeccion, ya que
también se encuentra afectada en ratas macho del modelo, luego de aproximadamente 20 dias de la
administracion de la droga (Zappa Villar et al., 2018, 2021). Por otro lado, la ovariectomia solo afectd a la
memoria de reconocimiento de largo plazo. Nuestros resultados concuerdan con lo reportado
previamente para el test RO en ratas Wistar OVX, en los cuales se observé un deterioro de la memoria de
largo pero no de corto plazo, a partir de 2 semanas post ovariectomia (Djiogue et al., 2018). Sin embargo,
en lo que respecta a la memoria espacial, no se observé un efecto tan marcado de la STZ como lo hemos
reportado previamente por nuestro grupo mediante el LB (Zappa Villar et al., 2018, 2020, 2021) y, por
otros grupos mediante diferentes test como el MWM, el test de locaciéon de objetos, y el Y-maze (Bassani
et al., 2018; Griunblatt et al., 2007; Shoham et al., 2003, 2007). Cabe mencionar que, agrupando los
animales con STZ, observamos una disminucion del nimero de exploraciones totales durante el PT del
laberinto, aunque esto no representa una medida de memoria espacial, sino mas bien es interpretado
como una disminucién de motivacion y de exploracion.
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Por dltimo, en el NF, tanto la administracion de STZ como la ovariectomia generaron resultados
conforme a lo esperado. La STZ disminuyd el comportamiento activo como fue observado previamente en
machos. De manera similar, la ovariectomia también redujo este comportamiento y aumentd el tiempo
de inmovilidad, lo cual concuerda con estudios previos que han sefialado que induce comportamiento
simil depresion (Al-Rahbi et al., 2013; Da Silva Moreira et al., 2016). Ademas, estudios longitudinales han
demostrado una asociacién entre la transicidon a la menopausia y un aumento de los sintomas depresivos
en las mujeres (Schmidt et al., 2015; Vivian-Taylor & Hickey, 2014; Whooley et al., 2000).

Como se menciond previamente, el hipocampo representa una estructura cerebral pivotal afectada
en pacientes que padecen EA (Jack et al,, 2011; L. Su et al., 2018). Varios trabajos, incluidos los nuestros,
han demostrado el impacto de la STZ-icv en el hipocampo de ratas macho sobre proteinas relevantes para
la EA, como la acumulacidn anormal del péptido BA y la elevada proporcidn de proteina Tau en su forma
fosforilada (Afshar et al., 2018; Griinblatt et al., 2007; Guo et al., 2017; Y. Lu et al., 2017; Salkovic-Petrisic
& Hoyer, 2007; Zappa Villar et al., 2018, 2021). Sin embargo, hasta la fecha sdlo existe un estudio que
demuestre el efecto de la STZ sobre estas proteinas clave utilizando ratas hembra (Bao et al., 2017). En
concordancia con este trabajo previo, nuestros hallazgos sugieren que las ratas hembra exhiben una mayor
resiliencia frente a la neurotoxicidad inducida por STZ en comparacion a los machos, ya que la droga no
tuvo un efecto significativo sobre los niveles del péptido BA ni en las fosforilaciones de Tau evaluadas
(Thr231 y Ser396). Adicionalmente, nuestro estudio indica que el impacto de la STZ sobre proteinas
marcadoras de la EA no se modifica por el estado ovarico de los animales.

Previamente, nuestro grupo y otros equipos de investigacién, demostramos que el modelo de STZ-
icv en ratas macho se ve caracterizado por un aumento de la reactividad de la microglia en areas relevantes
para la EA, como el hipocampo (Bassani et al., 2018; Shoham et al., 2007; Zappa Villar et al., 2018, 2020,
2021). Sin embargo, la modulacion de la reactividad glial por el sexo y los esteroides ovaricos aln no esta
del todo esclarecida. Debido a que la poblaciéon microglial presenta heterogeneidad entre distintas zonas
del SNC y también diferencias intra-regionales (Tan et al., 2020), nos parecio relevante evaluar el efecto
de la STZ en ratas con y sin ovarios en tres regiones distintas del hipocampo, el GD y el SR de CAly de CA3.
Nuestros resultados muestran que la STZ no aumenté el nimero de células Ibal-ir en ratas hembra con
ovarios, en ninguna de las tres regiones analizadas. Por el contrario, en el Capitulo IV demostramos que
en machos inyectados con STZ, la microglia del SR de CA1 responde aumentando su nimero, lo que sugiere
gue la droga no tiene el mismo efecto en machos y hembras (ciclando), con respecto a la proliferacién
microglial.

Curiosamente, la STZ en los animales sin ovarios produjo un aumento significativo de la microglia en
las regiones analizadas. Resultados similares a los nuestros, pero en la corteza prefrontal de ratas SD OVX
a los dos meses de edad, mostraron que ocho semanas post cirugia, no se observaron cambios en el
numero de células microgliales ni tampoco en el nimero de microglia que expresa iNOS, como marcador
de microglia reactiva proinflamatoria (Ge et al., 2020). En dicho trabajo, se indujo estrés crénico en ratas
hembra con y sin ovarios, y el aumento del nimero de microglia total, asi como el aumento del fenotipo
proinflamatorio, solo se observé en el grupo que combinaba la ovariectomia con el tratamiento estresante.
Por otro lado, otros trabajos si muestran un efecto significativo de la ovariectomia en la reaccion microglial,
pero en ratas de mediana edad (13 meses de edad) (Sarvari et al., 2012; Sarvari et al., 2014). Por lo tanto,
es posible que, utilizando ratas de mayor edad, o estudidandolas a un tiempo mayor post ovariectomia, los
efectos de la baja de hormonas ovaricas en circulacién, sean mas evidentes a nivel cerebral.
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En cuanto al fenotipo de la microglia, en ratas con ovarios, las células respondieron a la STZ de forma
similar a lo reportado en ratas macho, ya que observamos un aumento de su reactividad. Adicionalmente,
observamos que la respuesta a la STZ fue equivalente en ratas con y sin ovarios, y comparable entre las
tres regiones analizadas. Hasta ahora, no es de nuestro conocimiento que se hayan publicado trabajos
evaluando la reaccién de la microglia a la STZ en ratas hembra, lo cual resalta la importancia de nuestros
resultados.

Por otro lado, evaluamos las neuronas maduras e inmaduras del GD, para evaluar si la STZ promovia
neurodegeneracién y disminucién de neurogénesis, como es comunmente observado en ratas macho.
Nuestros resultados demuestran que la STZ afecté las neuronas maduras de la capa granular del GD, una
respuesta que fue independiente de los niveles hormonales en circulacidn. Aunque el efecto de la STZ en
el GD en ratas hembra no ha sido evaluado en otros trabajos, una publicacion reporta que la misma dosis
de STZ causa neurodegeneracion luego de 21 dias, en las neuronas maduras de la capa piramidal de CA1
(Dalli et al., 2018), comparable a lo que hemos demostrado previamente en ratas macho inyectadas con
STZ-icv (Zappa Villar et al., 2021).

Al evaluar las neuronas inmaduras de la SGZ del GD, zona neurogénica del hipocampo, observamos
que la STZ tuvo un efecto negativo muy marcado en las células DCX-ir, lo que sugiere una disminucién de
la neurogénesis, tal como se ha reportado previamente para ratas macho, tanto a corto como a largo plazo
post inyeccién (Zappa Villar et al., 2020, 2021). Especificamente, utilizando marcadores de proliferacion y
diferenciacion celular como BrdU y Ki-67, otros grupos también trabajando en machos, demostraron que
el crecimiento de nuevas neuronas se ve afectado por la STZ, lo cual es asociado por estos autores al estrés
oxidativo causado por la STZ y a los mediadores inflamatorios liberados por las células gliales reactivas
(Bassani et al., 2018; Qu et al., 2012). Adicionalmente, observamos que la administraciéon de STZ en
animales sin ovarios tuvo un mayor impacto sobre las células DCX, disminuyéndolas aiin mas, respecto al
grupo de hembras inyectadas con STZ pero con ovarios. Los efectos neuroprotectores y neurotroficos de
los estrégenos han sido investigados por multiples grupos de investigacion. Los estrégenos, pueden
mediar estas acciones a través de vias gendmicas y no gendmicas, por la expresion de diversos tipos de
receptores en el SNC. Estas hormonas, son esenciales para mantener el equilibrio entre la proliferaciény
la diferenciacién de las células madre/progenitoras neurales (NSPC) embrionarias y adultas, modulando
asi los procesos neurogénicos. Efectivamente, los receptores de estrégeno clasicos (ERa y ERB) y no
clasicos (GPER-1) son expresados por las NSPC (Waldron et al., 2010; L. Zhang et al., 2019). Por lo tanto,
es posible que la deplecién de hormonas esteroideas, causada por la ovariectomia, haya vuelto a las NSPC
del hipocampo mds vulnerables a la acciéon de la STZ en las ratas sin ovarios.
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6.4 Resultados de la evaluacion de diferencias sexuales en el modelo de STZ-icv

6.4.1 Diferencias sexuales en la memoria por inyeccion de STZ-icv

Para poder realizar una comparacion del efecto de la STZ entre las ratas macho y hembra, se llevé a
cabo un experimento incluyendo seis grupos experimentales en simultdneo: machos LCRa, machos STZ,
hembras LCRa, hembras STZ, OVX+LCRa, OVX+STZ. Los animales fueron controlados por su peso corporal
periddicamente, y al igual que lo reportado previamente, tanto machos como hembras inyectadas con STZ
disminuyeron su peso corporal durante la primera semana post inyeccién, tiempo después del cual
comenzaron a recuperarlo (datos no mostrados). A su vez, como era esperado, la ovariectomia incrementé
la ganancia de peso comparado a las ratas hembra con ovarios (datos no mostrados). Hacia el final del
experimento, y durante los test comportamentales, no se observaron diferencias significativas en peso
corporal entre animales inyectados con LCRa y STZ.

En el test de MB, los machos STZ enterraron significativamente menos canicas que el grupo control,
mostrando el comportamiento tipico de especie afectado en este modelo (Fig. 57). Si bien el grupo STZ de
machos no difirid significativamente de los grupos de hembras igualmente tratados, las hembras STZ con
ovarios no mostraron una reduccion en el enterramiento comparado con su control Sham. Curiosamente,
la inyeccién de STZ en ratas sin ovarios provocé una reduccién de este comportamiento (Fig. 57) (ANOVA
de dos factores de datos transformados logaritmicamente; factor sexo: F(, 37)= 2,146, p=0,1313; factor STZ:
Fu,37= 20,58, p<0,0001; interaccién: Fi, 37= 1,936, p=0,1586).
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Figura 57: Comportamiento tipico de especie afectado por STZ-icv en machos y en ratas ovariectomizadas. Arriba: Fotografias
representativas de cada grupo experimental, del resultado del test de MB. Abajo: La cuantificacion de canicas enterradas
mostré una disminucion significativa en los machos STZ y en las hembras OVX+STZ.
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A través del LB, encontramos que la memoria espacial se encuentra afectada en los machos con STZ
ya que mostraron un aumento en la latencia para encontrar la caja de escape comparado con su grupo
control, y este aumento fue también mayor comparado con los grupos de hembras tratados con STZ (Fig.
58A) (ANOVA de dos factores; factor sexo: Fp, 37= 8,601, p=0,0009; factor STZ: F(1, 37= 11,04, p=0,0020;
interaccion: Fp, 37= 3,537, p=0,0393). Adicionalmente, los machos STZ mostraron una disminucion en las
exploraciones del GS versus los machos Sham y las hembras OVX+STZ (Fig. 58B, C) (ANOVA de dos factores;
factor sexo: Fz, 37y = 1,990, p=0,1510; factor STZ: F1, 37) =3,368, p=0,0745; interaccién: Fq, 37y = 3,300,
p=0,0480). Si bien no se encontraron diferencias entre los grupos de hembras, en la latencia, el analisis de
los efectos principales que surge de la comparacién de los cuatro grupos de hembras, mostrd ser
significativo para el factor STZ (Factor STZ: p=0,0131; interaccién de factores: p>0,05), lo que indica que la
STZ afectd la memoria espacial de las hembras, aunque en menor medida que la de los machos.

En cuanto al comportamiento simil depresidén, los machos con STZ mostraron las alteraciones
esperadas, es decir, disminucién en la conducta activa (Fig. 58D) (ANOVA de dos factores; factor sexo: F,
37)=11,22, p=0,0002; factor STZ: F(1,37=23,04, p<0,0001; interaccién: F(, 37= 1,947, p=0,1571) y una fuerte
tendencia a aumento en la inmovilidad (Fig. 58E). Como mencionamos anteriormente, tanto la STZ como
la ovariectomia afectan al comportamiento tipo depresivo, ya que ambas intervenciones aumentan el
tiempo de inmovilidad (Fig. 58E) (ANOVA de dos factores; factor sexo: Fp, 37= 13,32, p<0,0001; factor STZ:
Fa,37= 27,13, p<0,0001; interaccién: F, 37= 2,121, p=0,1343). En consideracion con la figura 52, nuestros
resultados sugieren que la STZ-icv tiene un efecto sobre este comportamiento en hembras similar al
observado en machos.

En conclusidn, la inyeccién de STZ afecta diversas facetas del comportamiento de las ratas macho,
especificamente el comportamiento tipico de especie, la memoria espacial y el comportamiento simil
depresion. Aunque para las ratas hembra inyectadas con STZ-icv se observaron tendencias en la misma
direccién que para las ratas macho, en general, este efecto no es significativo cuando se compararan los
seis grupos experimentales. Sin embargo, en todos los casos el analisis de los efectos principales mostro
gue globalmente, la STZ afecta a los animales en los comportamientos evaluados.

6.4.2 La STZ afecta a las neuronas inmaduras independientemente del sexo

Anteriormente hemos reportado que la STZ-icv disminuye fuertemente el nimero de neuronas
inmaduras del GD positivas para DCX, tanto en ratas macho como en hembras. Con el fin de confirmar
estos resultados y poder compararlos entre machos y hembras, estudiamos la expresion de otro marcador
de neuronas inmaduras, la molécula de adhesion de células neurales polisialiladas (PSA-NCAM), una de
las primeras moléculas utilizadas en estudios sobre la plasticidad estructural del SNC, incluida la
neurogénesis adulta (Bonfanti & Seki, 2021). En coherencia con lo observado para DCX, nuestros
resultados demostraron que la STZ disminuyé drasticamente el nimero de neuronas PSA-NCAM positivas
del GD, independientemente del sexo y del estado ovarico de los animales (Fig. 59G), corroborando el
efecto de la STZ-icv sobre las neuronas inmaduras (ANOVA de dos factores de datos transformados con raiz
cuadrada; factor sexo: Fp, 27= 2,647, p= 0,0892; factor STZ: Fp, 27= 146,8, p=<0,0001; interaccion: Fp, 27)
=2,844, p=0,0757).
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Figura 58: Diferencias sexuales en el deterioro de memoria espacial inducido por STZ-icv y comportamiento simil depresivo en
todos los grupos tras la inyeccion de STZ. La latencia en el PT del LB muestra que los machos STZ estan afectados comparados a
su control y a los grupos de hembras inyectadas por STZ (A); resultado similar para las exploraciones en el GS (B). Mapas de calor

representativos de cada grupo experimental, mostrando los sitios mds explorados de la plataforma del LB (C). En el FTS, los machos

STZ tuvieron una menor motivacion de escape que el control, y una tendencia similar se observé en las ratas hembra con ovarios,
haciéndose significativa en ratas ovariectomizadas, respecto al control (D); se observd una tendencia a aumentar el tiempo de

inmovilidad para ratas macho y hembras con ovarios inyectados con STZ, y por otro lado la ovariectomia aumentd el

comportamiento tipo depresivo (E). Los datos se analizaron mediante ANOVA de dos factores y se representaron como media +
SEM. *p <0,05, **p< 0,01, ***p<0,001.
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Figura 59: La STZ-icv disminuye el numero de células PSA-NCAM-ir en el GD del hipocampo. La STZ afect6 fuertemente la
poblacién neuronal que expresa PSA-NCAM en ratas de ambos sexos y en hembras sin ovarios (G). Imagenes representativas de
cada grupo experimental con IHQ para PSA-NCAM (magenta) y tincion de nucleos con DAPI (azul) (A-F). Barra de escala: 20 um
(D-I). Los datos se analizaron mediante ANOVA de dos factores y se representaron como media + SEM. ****p <0,0001.

6.4.3 Reactividad de los astrocitos por inyeccién de STZ-icv en machos y hembras
6.4.3.1 Aumento de la reactividad de astrocitos por STZ-icv, de manera dependiente de la region
hipocampal, en machos pero no en hembras
Se cuantifico la intensidad de fluorescencia de GFAP en tres regiones distintas del hipocampo: CA3,
CA1 y GD (Fig. 60D). Para los machos tratados con STZ, se observd en los mosaicos de imagenes, un
aumento generalizado de GFAP en el hipocampo (Fig. 60D y E), el cual fue significativo comparado al
control en la region CA3 (Fig. 60A) (ANOVA de dos factores; factor sexo: Fp,27= 1,227, p=0,3090; factor STZ:
Fa, 27)= 4.649, p=0,0401; interaccidn: Fp, 27) = 2,728, p=,.0834). En las regiones de CA1 (Fig. 60B) y GD (Fig.
60C), si bien se observa una tendencia a aumentar la expresién de GFAP, esta diferencia no alcanzo a ser
significativa. Por el contrario, no se observaron diferencias significativas entre los grupos de hembras.
Estos resultados muestran que la respuesta de los astrocitos a la STZ en términos de cambios de expresidn
de GFAP, es dependiente del sexo, al menos al corto plazo. Adicionalmente estos resultados muestran que
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la susceptibilidad de los astrocitos a la STZ puede variar segun la regién hipocampal de la que formen
parte.
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Figura 60: Diferencias sexuales y regionales en la reactividad astrocitica inducida por STZ-icv. El incremento de expresion de
GFAP fue significativo en machos tratados con STZ en la regidn CA3 del hipocampo (A), pero no en CA1 (B) ni tampoco en el GD
(C). Mosaicos de corte coronal de hipocampo, con IHQ para GFAP; barra de escala: 500 um (D-1). mgv: media de valor de grises
(mean gray value); U.A: unidades arbitrarias. Los datos se analizaron mediante ANOVA de dos factores y se representaron como
media + SEM. *p <0,05.

6.4.3.2 Activacion de la cascada de sefializacion de JAK2/STAT3 por STZ-icv en machos pero no en

hembras

La cascada de JAK2/STAT3 es una de las principales vias que induce la reactividad de los astrocitos
(seccion 1.1.5.3, astrocitos). Para analizar si esta cascada de sefializacion se encontraba activada en los
astrocitos de este modelo de EAe, se cuantific la expresion de STAT3 en el nlcleo de astrocitos GFAP-ir.
Debido a que STAT3 al ser activado migra hacia el nucleo donde actiia como factor de transcripcidn, esta
medida sirve para evaluar la activacién de la via de sefializacidon. En concordancia con los resultados
obtenidos para la expresion de GFAP, los machos con STZ mostraron un aumento de expresion de STAT3
en CA3 (Fig. 61A-H; Fig 62A, D-1) (ANOVA de dos factores; factor sexo: F(y,27= 0,7321, p=0.4902; factor STZ:
Fa,27= 7,543, p=0,0106; interaccién: F(, 27)= 3,632, p=0,0401) y en el Hilus del GD (Fig. 62C) (ANOVA de dos
factores; factor sexo: Fp, 27= 0,05204, p=0,9494; factor STZ: F(, 27= 4,165, p=0.0511; interaccion: F, 27)=
3,853, p=0.0337). Por el contrario, en CA1, no hubo diferencias significativas en la expresion de STAT3
nuclear entre los grupos de machos (Fig. 62B). En ratas hembra, la STZ no produjo cambios en los niveles
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de STAT3 (Fig. 611-W; Fig. 62). En conclusion, la cascada de JAK2/STAT3 se encuentra activada en el
hipocampo de ratas macho tratadas con STZ, pero no en las ratas hembra, independientemente de su
estado ovarico.

GFAP STAT3 DAPI MERGE GFAP/STAT3
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Figura 61: Diferencias sexuales en la activacion de la via de JAK2/STAT3 en astrocitos post inyeccién de STZ-icv. Proyecciones de
maxima intensidad de imagenes confocales, representativas de cada grupo experimental, mostrando astrocitos marcados contra
GFAP (rojo), STAT3 (verde) y DAPI (azul), en el Stratum Lucidum de CA3; barra de escala: 30um (A-W). Detalle amplificado de
astrocitos GFAP/STAT3, para cada grupo experimental (X-AC).
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Figura 62: Activacion de la via de JAK2/STAT3 en astrocitos de ratas macho post inyeccion de STZ-icv. La STZ-icv provoco la
activacién de la via JAK2/STAT3 en los astrocitos de la region del SL de CA3 (A), y en el hilus del GD (C), pero no en el SR de CA1
(B) en ratas macho. La STZ no generé cambios en ratas hembra. Los datos se analizaron mediante ANOVA de dos factores y se
representaron como media * SEM. *p <0,05; **p<0,01. Proyecciones de maxima intensidad de imagenes obtenidas con
microscopio confocal, mostrando astrocitos marcados contra GFAP (rojo), STAT3 (verde) y DAPI (azul), en el Stratum Lucidum de
CA3 de ratas macho inyectadas con LCRa (D-F), o STZ (G-l); barra de escala: 15 pm.

6.4.4 Diferencias sexuales en la pérdida de sinapsis hipocampales por STZ-icv

Debido a que los astrocitos contactan las sinapsis, y cambios en su reactividad puede afectar
virtualmente todas sus funciones, cuantificamos el nimero de sinapsis enteras, es decir de colocalizacion
entre un marcador pre-sindptico (Bassoon) y uno post-sinaptico (Homer), en tres regiones diferentes del
hipocampo, el Stratum Lucidum (SL) y Radiatum (SR) de CA3, y el Hilus del GD. Nuestros resultados
muestran que el SL de CA3 posee las sinapsis mas vulnerables a la STZ, ya que, Unicamente en ratas
machos, registramos una disminucion de su nimero (Fig. 63A) (ANOVA de dos factores; factor sexo: Fp, 27=
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5,356, p=0,0110; factor STZ: F(1, 27= 0,1933, p=0,6637; interaccion: F(, 27)= 8,633, p=0,0013). En cambio, no
se observaron diferencias en el SR de CA3 (Fig. 63B) y en el hilus (Fig. 63C), aunque si una tendencia a
disminuir la sinapsis por inyeccién de la STZ en esta uUltima regidn (t-test de Student p=0,0500). Por el
contrario, no se observaron cambios entre los grupos de hembras, en ninguna de las tres regiones
analizadas.
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Figura 63: Diferencias sexuales y regionales en la pérdida de sinapsis inducida por STZ-icv. La STZ-icv provoco pérdida de sinapsis
en la region del SL de CA3, en ratas macho tratadas con STZ, pero no hembras (A). No se registraron cambios en el SR de CA3 (B)
ni tampoco en el Hilus del GD (C). Los datos se analizaron mediante ANOVA de dos factores y se representaron como media +
SEM. *p <0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Proyecciones de maxima intensidad de imagenes obtenidas en microscopio confocal,
representativas de machos inyectados con LCRa (D-F), mostrando el marcaje para Bassoon (magenta) y Homer (cyan) en el SL de
CA3. El andlisis se realiz6 en 3D. Barra de escala: 10 um.

6.4.5

6.4.5.1 Expresion del canal de K* rectificador interno 4.1
El canal de K+ rectificador interno (Kir) 4.1, se trata de un canal expresado principalmente en

La STZ-icv no afecta las proteinas astrociticas Kird.1 y GLT1

astrocitos, localizado en la membrana celular (Fig. 65J). Esta implicado en varias funciones que incluyen la
homeostasis del K* extracelular, el mantenimiento del potencial de membrana en reposo de los astrocitos,
la regulacion del volumen celular y la facilitacion de la captacion de glutamato(Bellot-Saez et al., 2017,
Kucheryavykh et al., 2007; Méndez-Gonzalez et al., 2020), lo cual es importante para las sinapsis. La
inyeccién de STZ-icv no generd cambios significativos en la expresion de este canal en ninguna de las tres
regiones evaluadas (CA3 en Fig. 65A, CAl en Fig. 65B, y GD en Fig. 65C), independiente del sexo de los
animales y del estado ovarico de las ratas hembra. Sin embargo, aunque el test post hoc no mostré
diferencias significativas entre los grupos, en el GD, los efectos principales del test ANOVA mostraron que
el factor STZ fue significativo (factor STZ: F(1,27)= 9,139, p=0,0054, interaccion: F (5, ,7)= 1,347, p=0,2769), lo
cual muestra que en los tres grupos tratados con STZ conjuntamente, la inyeccion de esta droga disminuye
la expresion de Kir 4.1 comparado con los controles. En conclusién, a tiempo corto post inyeccién, la STZ-
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icv no afecta la expresion de Kir4.1 en CA1l y CA3, aunque promueve una diminucidn de su expresion en el
GD.
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Figura 65: Expresion de Kir 4.1 hipocampal en CA3, CA1 y el GD. No se observaron diferencias en la expresion de Kir4.1 entre los
seis grupos en la regién CA3 del hipocampo (A) ni en CA1 (B), aunque en el GD el factor STZ disminuyd la expresion de Kir 4.1
(diferencia no mostrada graficamente en (C)). Mosaicos de corte coronal del hipocampo, con IHQ para Kir4.1; barra de escala: 500
pum (D-I). Detalle del Hilus y la capa molecular que lo rodea mostrando astrocitos Kir4.1 positivos; barra de escala: 50 um (J). mgv:
media de valor de grises (mean gray value); U.A: unidades arbitrarias. Los datos se analizaron mediante ANOVA de dos factores y
se representaron como media + SEM. *p <0,05.

6.4.5.2 Expresion del transportador de glutamato 1

El transportador de glutamato 1 (GLT1) es el transportador mas abundante en el cerebro, y es
expresado por los astrocitos (Fig. 66J-L), que con el realizan captacién de glutamato en la hendidura
sindptica evitando asi la excitotoxicidad en las neuronas por este neurotransmisor, y asegurando la
fidelidad de eventos excitatorios posteriores (Andersen et al., 2021; Rothstein et al., 1994). La expresion
de esta proteina no se vio afectada por la inyeccién de STZ ni la ovariectomia en ninguna de las tres
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regiones hipocampales analizadas (Fig. 66A-C). Por lo tanto, la expresién de GLT1 no se ve afectada por la
inyeccién de STZ, independientemente del sexo y del estado ovarico de los animales.
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Figura 66: Expresion de GLT1 hipocampal en CA3, CA1 y el GD. No se observaron diferencias en la expresion de GLT1 entre los
seis grupos en la regidon CA3 del hipocampo (A), en CA1 (B), ni en el GD (C). Mosaicos de corte coronal del hipocampo, con IHQ
para Kir4.1; barra de escala: 500 um (D-1). Imagenes de confocal de alta magnificacién (plano Unico) de la capa molecular del GD
mostrando astrocitos GLT1+; barra de escala: 20 um (J-L). mgv: media de valor de grises (mean gray value); U.A: unidades
arbitrarias. Los datos se analizaron mediante ANOVA de dos factores y se representaron como media + SEM.

6.5 Discusion de las diferencias sexuales en el modelo de STZ-icv

Previamente, segln fue descripto en este mismo capitulo, realizamos un experimento para
caracterizar por primera vez los efectos de la STZ en ratas hembra. Curiosamente, en diversas variables de
comportamiento, asi como las obtenidas a partir del analisis de los cerebros, obtuvimos resultados
diferentes a los esperados en referencia a las ratas macho. Principalmente, la falta de diferencia
significativa entre ratas control y ratas STZ en algunos comportamientos, en la fosforilacion de Tau y
expresion del péptido BA, y proliferacion microglial, nos llevaron a pensar que los efectos de la STZ son
dependientes del sexo. Con el objetivo de continuar con la caracterizacion de la inyeccién icv de STZ en
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ratas hembra y poder compararla con su efecto en machos, realizamos un experimento utilizando ratas de
ambos sexos en simultaneo. El objetivo de este nuevo estudio fue centrarnos principalmente, ademas de
en el comportamiento, en la reaccion de los astrocitos a la STZ, ya que estas son células que desempefian
multiples funciones clave de apoyo a las neuronas, y para las cuales aun no se cuenta con una
caracterizacién profunda mas alla de la expresién de GFAP, en este modelo de EAe.

En este experimento realizamos los test comportamentales de MB, LB y NF (previamente ya
estudiados también en hembras), debido a que la STZ en machos afecta fuertemente los comportamientos
evaluados mediante estas pruebas, y fue de interés comparar estas conductas entre animales de distinto
sexo. Los resultados comportamentales que obtuvimos fueron reproducidos en experimentos previos, por
lo tanto, en esta seccion no se discutira en detalle los resultados de estos test entre animales del mismo
sexo, como ya fue discutido en los capitulos anteriores.

En primer lugar, en el MB observamos nuevamente que la STZ afecta el comportamiento tipico de
especie en los machos, pero en lo referido a las hembras, el efecto de la droga sucede en las ratas sin
ovarios, y no asi en las ratas ciclando, por lo que nuestros resultados indican que este comportamiento
podria verse influenciado por los esteroides ovaricos. En el LB, entre machos y hembras inyectados con
vehiculo no se observaron diferencias en la memoria espacial. Esto concuerda con lo reportado
previamente para ratas de la misma edad que nuestros animales (cuatro meses de edad), evaluadas
mediante el test de locacidn de objeto nuevo (Colettis et al., 2022). De manera interesante, en este trabajo
se observo que, al cumplir el afio de edad, la memoria espacial de los machos se encuentra deteriorada
y no asi la de las ratas hembra. Por otro lado, al evaluar la memoria espacial en este modelo de EAe,
confirmamos que existen diferencias sexuales por inyeccion icv de STZ, ya que la droga afectd mads a los
machos que a las hembras. Por Ultimo, la STZ provocd un aumento de la conducta depresiva
independientemente del sexo de los animales, y ademds observamos que el comportamiento simil
depresivo se ve aumentado por la ovariectomia, de forma consistente con nuestros resultados previos, y
en coherencia con lo reportado para mujeres durante la menopausia (Schmidt et al., 2015; Vivian-Taylor
& Hickey, 2014; Whooley et al., 2000).

Anteriormente demostramos que la STZ disminuye fuertemente el nimero de neuronas inmaduras
positivas para DCX de la zona neurogénica del hipocampo, tanto en machos como en hembras. Decidimos
evaluar la expresion de PSA-NCAM, una proteina altamente enriquecida en muchas regiones del SNC
durante la embriogénesis, que disminuye luego del nacimiento, y se expresa fundamentalmente en las
regiones donde se producen la plasticidad y la neurogénesis en curso (Bonfanti & Seki, 2021). La expresién
de PSA-NCAM se da en simultaneo con la de DCX, y nuestros resultados son consistentes con los
anteriores, ya que observamos la STZ disminuye el nimero de neuronas inmaduras independientemente
del sexo y del estado ovarico de los animales. Esto no solo puede tener implicancias para la neurogénesis
del hipocampo, sino que PSA-NCAM también estd involucrada en la diferenciacién celular (Petridis et al.,
2004; Rockle et al., 2008), y en otras formas de plasticidad, como la sinaptogénesis en el hipocampo
(Dityatev et al., 2004; Seki & Rutishauser, 1998). Una disminucién de PSA-NCAM en la zona subventricular,
también una regidn neurogénica del cerebro fue observada en ratas macho tratadas con STZ (3mg/kg)
luego de 3 meses post inyeccion (Voronkov et al., 2019). No encontrar diferencias entre sexos es tan
importante como confirmar una, y nuestros resultados sobre marcadores de neuronas inmaduras,
muestran que, en lo referido a la neurogénesis hipocampal en este contexto especifico, seria viable
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estudiar ratas de ambos sexos sin diferenciarlos. Sin embargo, no detectar diferencias en un pardmetro no
justifica utilizar sélo un sexo en el resto de las investigaciones.

En la EA, muchas funciones de los astrocitos se ven modificadas por la reactividad. La reaccién de los
astrocitos es, por definicidon, un acontecimiento secundario; sin embargo, puede influir en la progresién
de la enfermedad. Caracterizar mejor la reactividad de estas células en cada modelo de enfermedad
neurodegenerativa, es clave para luego entender cudl es la mejor manera de convertir a los astrocitos
reactivos en socios beneficiosos de las neuronas vulnerables expuestas a una enfermedad crdnica o lesién.
Por lo tanto, hemos decidido analizar proteinas expresadas por los astrocitos en tres regiones diferentes
del hipocampo: el GD, CA1 y CA3. Observamos que en CA3, los astrocitos se volvieron reactivos en ratas
macho inyectadas con STZ, en concordancia con lo publicado anteriormente por nuestro grupo (Zappa
Villar et al., 2018), pero no en ratas hembra con y sin ovarios. La falta de diferencia significativa en CAly
el GD en cuanto al nivel de expresién de GFAP, indica que existen diferencias intra-regionales en la reaccion
de los astrocitos a la STZ. Efectivamente, la heterogeneidad de los astrocitos en el SNC dltimamente esta
siendo estudiada con diversos tipos de técnicas microscépicas, las cuales revelan una morfologia
regionalmente estereotipada, que se corresponde con diversos perfiles de expresiéon génica (Emsley &
Macklis, 2006; Endo et al., 2022; Karpf et al., 2022). Nuestros resultados y estos ultimos hallazgos realzan
la importancia de incluir diversas regiones o subregiones en los estudios, y evitar la generalizacién de un
resultado de una regidn especifica a toda una estructura cerebral.

Hasta ahora, de los pocos trabajos publicados con hembras inyectadas con STZ-icv, solo uno evalué la
reactividad de los astrocitos, mostrando que la expresién de GFAP, pero no de S100B, se encuentra
aumentada en el hipocampo de hembras inyectadas con STZ, a las 2, 4 y 8 semanas post inyeccién
(Biasibetti et al., 2017). Sin embargo, es necesario considerar que estas medidas se hicieron mediante
ELISA en homogenato de hipocampo, mientras que nuestros resultados fueron obtenidos a partir de la
visualizacion directa de las células astrogliales, y se ven sustentados por los resultados de la via de
JAK2/STAT3, como se precisa a continuacion.

Los astrocitos censan multiples sefiales de diversa naturaleza, algunas de las cuales pueden activar
cascadas de sefializacion que inducen la reactividad. Entre ellas, la via de JAK2/STAT3 ha sido descripta
como una via central para la induccidon de esta reactividad, incrementando la expresidon de genes como
gfap y vimentina, stat3, entre otros (Haim, Ceyzériat, et al., 2015). Efectivamente, en diversos contextos
patoldgicos, esta via se encuentra activa en los astrocitos, como por ejemplo en modelos de
neurotoxicidad inducida por diversas drogas y quimicos (O’Callaghan et al., 2014), en lesién de médula
espinal (Okada et al., 2006), y en modelo de isquemia cerebral (Justicia et al., 2000). En concordancia con
los resultados obtenidos para la expresidon de GFAP, demostramos que la via de JAK2/STAT3 se encuentra
activa en los astrocitos de las ratas macho. Nuestros resultados apoyan a los de Hindam et al., 2020, hasta
ahora el Unico trabajo de nuestro conocimiento que demuestra que la STZ activa esta via en el hipocampo
de ratas macho, aunque dicho analisis se realizd sobre homogenato proteico. Nuestros resultados
demuestran que el modelo de EAe de corto plazo con STZ-icv se incluye en la lista de modelos de
enfermedades neurodegenerativas que muestran activada esta via en los astrocitos, como por ejemplo los
ratones transgénicos de EA APP/PS1 y 3xTg-AD, el modelo murino Hdh140 y el modelo murino y primate
lenti-Htt82Q de enfermedad de Huntington (Haim, Ceyzériat, et al., 2015). Sin embargo, coincidentemente
con los resultados obtenidos para GFAP, la STZ no provocd activacidon de esta via en ratas hembra,
independiente de los niveles hormonales de estos animales, lo que demuestra que los astrocitos
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responden de manera distinta a la STZ segln el sexo. En concordancia con nuestros resultados, se ha
demostrado una reaccion diferencial de los astrocitos segun el sexo frente a una injuria o un desafio
inflamatorio, en la que los astrocitos de animales machos secretaron mas citoquinas proinflamatorias y
expresaron factores de reclutamiento de células inmunes en mayor medida comparado con los de
animales hembra (Acaz-Fonseca et al., 2015; Santos-Galindo et al., 2011).

Debido a que los astrocitos mantienen una estrecha relaciéon con las sinapsis, nos interesamos en
evaluar la densidad sindptica en el hipocampo. Estas células secretan moléculas importantes para la
formacion y maduracién sinaptica, expresan transportadores y canales relevantes para controlar la
homeostasis de la hendidura sinaptica, y comparten con la microglia la funcion de eliminarlas, aunque por
vias distintas (Chung et al., 2015). Ademas, se estima que un astrocito hipocampal puede envolver mas de
100.000 sinapsis (Bushong et al., 2002), lo que les permite monitorear y modificar la funcién sinaptica de
forma dindmica, extendiendo y retrayendo rapidamente sus finos procesos de las espinas dendriticas
postsindpticas méviles (Haber et al., 2006). La reactividad de los astrocitos no solo implica una notable
hipertrofia, sino también alteraciones en su perfil de expresién que tienen el potencial de impactar en las
sinapsis y la funcién neuronal. Nuestros resultados muestran que la STZ provocé una disminucién del
numero de sinapsis hipocampales, en particular en el SL de CA3 de Unicamente las ratas macho. Nuestros
resultados en ratas macho confirman lo observado previamente por nuestro grupo y otros, en donde
demostramos que a 25 dias post STZ, la expresion hipocampal de SYT2 y PSD95 (proteinas pre y post
sindpticas, respectivamente), se encontraba disminuida (seccion 5.2.4). De forma similar, en otro trabajo
se observé una disminucion de diversas proteinas implicadas en la sinapsis en ratas macho pero no en
hembras, a los 30 dias post inyeccién de STZ-icv (Bao et al., 2017). Se ha demostrado que la pérdida de
sinapsis en la EA correlaciona muy bien con el deterioro cognitivo de los pacientes (Scheff & Price, 2006;
Terry et al., 1991), lo que resulta coherente con nuestros resultados en machos y hembras, teniendo en
cuenta su comportamiento.

La reduccién en el nimero de sinapsis en enfermedades neurodegenerativas puede ser resultado de
diversos factores, incluyendo la neurodegeneracion, cambios en la funcidn de los astrocitos y la activacion
de la microglia en respuesta a lesiones, inflamacién o estrés. Efectivamente, la neurodegeneracion
inducida por la STZ podria explicar la reduccién en el nimero de sinapsis, aunque no hemos estudiado adn
si ocurre en la regidén de CA3, por lo que desconocemos si en esta zona existen diferencias sexuales en la
vulnerabilidad neuronal que pueda explicar la diferencia sexual encontrada en lo referido a pérdida de
sinapsis.

Como se menciond, la microglia reactiva podria tener una fuerte influencia en el nimero de sinapsis,
debido a su capacidad de fagocitarlas (Paolicelli et al., 2011; Schafer et al., 2012). Esta funcién puede
encontrarse alterada en distintos contextos patolégicos (Rajendran & Paolicelli, 2018). En nuestros
resultados previos hemos observamos que la STZ provoca un aumento de la reactividad de estas células,
tanto en machos como en hembras, aunque no ha sido comparada entre sexos. Adicionalmente, no es
posible asumir que esta poblacién celular esta actuando de la misma manera en machos y hembras. Para
identificar su accidn y comprender su relacidon con las sinapsis en el contexto de STZ-icv, es necesario
determinar el perfil de expresién de las células microgliales para conocer los fenotipos presentes en las
distintas regiones del hipocampo.
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Por ultimo, decidimos evaluar la expresion de proteinas astrociticas relevantes para la comunicacién
neuronal como el transportador de glutamato, GLT1 y el canal de potasio, Kir4.1, cuya expresidon podria
estar alterada en los astrocitos reactivos, y ain no han sido reportadas en el modelo de STZ-icv.

Los astrocitos estan estrechamente asociados a la sinapsis glutamatérgica y son responsables de gran
parte de la captacion extracelular de glutamato (Andersen et al., 2021), importante para evitar la
excitotoxicidad causada por este neurotransmisor, la cual conduce a la pérdida de la funcién neuronal y a
la muerte celular (Dong et al., 2009). Justamente, como se explicé en la seccion 1.1.6, drogas anti-
glutamatérgicas, como la memantina, tienen efectos benéficos aunque limitados, sobre los pacientes con
EA (Nyakas et al., 2011). En la EA, la excitotoxicidad parece estar causada por una disminucion de la
captacidon de glutamato (Zott et al., 2019), y efectivamente, algunos trabajos muestran expresion
disminuida de GLT1 en tejido post mortem de EA (Jacob et al., 2007; Masliah et al., 1996). Sin embargo,
en el modelo de STZ-icv no se observé una alteracion en la expresion de GLT1 en el hipocampo,
independientemente del sexo y del estado ovarico de las hembras, lo que sugiere que la muerte neuronal
y pérdida de sinapsis causada por STZ a corto plazo, no estd causada por excitotoxicidad. No obstante,
niveles normales de expresién no necesariamente implican un normal funcionamiento de la proteina,
debido a que diversas modificaciones post traduccionales como la fosforilacién, palmitoilacién y S-
nitrosilacion pueden cambiar la actividad del GLT1 (Pajarillo et al., 2019). Efectivamente, en el Capitulo V
se mostré que la STZ aumenta la expresion de iNOS en el hipocampo, por lo cual esto podria aumentar la
S-nitrosilacidon de GLT1 y afectar su actividad. Por lo tanto, son necesarios mas estudios para determinar
el efecto de la STZ sobre GLT1.

Dada la estrechez del espacio extracelular, se requieren mecanismos eficaces para mantener el
equilibrio del K*, el cual experimenta incrementos notables en el medio extracelular después de un
potencial de accidn. Este idn es crucial para establecer el potencial de membrana en reposo de las células,
por lo que cualquier aumento extracelular de K* podria comprometer la actividad neuronal normal (Olsen
& Sontheimer, 2008a). Los astrocitos pueden amortiguar estos cambios mediante la captacién de K+ a
través de diversos mecanismos y canales, incluido el canal de potasio Kir4.1, altamente expresado en estas
células (Olsen & Sontheimer, 2008b; Tang et al., 2009). Nuestros resultados indican que la administracion
STZ disminuyo la expresion de Kird.1 en la region del GD, pero no en CA1 ni en CA3, y este cambio fue
independiente del sexo y del estado ovdrico de los animales. Se ha informado una disminucién de la
expresion de Kir 4.1 (mediante RT-qPCR de tejido cerebral) en ratones transgénicos modelo de EA con una
severa angiopatia amiloide cerebral, y también en tejido post mortem de pacientes con EA (Wilcock et al.,
2009). En el modelo de STZ-icv, se observaron depdsitos vasculares de péptido BA a partir de 3 meses post
STZ, acentuandose en una angiopatia amiloide mas marcada a tiempos mas largos luego de la inyeccién
(6 y 9 meses post STZ), en la pared de los vasos sanguineos meningeos y corticales (Salkovic-Petrisic et al.,
2011). En consecuencia, suponemos que a medida que transcurre mas tiempo después de la
administracion de STZ, esta diferencia podria acentuarse en la region del GD, asi como posiblemente en
otras areas del hipocampo.

Retomando los resultados de comportamiento, resulta interesante observar que a pesar de tener una
gran disminucion de marcadores de neuronas inmaduras generada por la inyeccion de STZ, las ratas
hembra no presentan un marcado déficit comportamental. Por lo tanto, es concebible que otros
mecanismos neuronales se activen de manera compensatoria. Ademas, el hecho de que las ratas hembra
no presenten astrocitos reactivos ni disminucion de colocalizacion de los marcadores sinapticos
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Bassoon/Homer en el hipocampo, como si lo tienen los machos, podria explicar las diferencias de
comportamiento observadas. Por consiguiente, teniendo en cuenta nuestros resultados, y que no hay
pruebas directas de diferencias de sexo en el rol de los astrocitos sobre la memoria, son necesarios mas
estudios que contribuyan a la comprensiéon del papel de estas células en los procesos cognitivos,
considerando de manera comparativa machos y hembras.

Finalmente, no encontramos fuertes evidencias de que la deplecidon de hormonas ovdricas cambie la
susceptibilidad de los animales a la STZ. Resta por evaluar el efecto de una ovariectomia de mayor duracion
o el efecto en ratas de mayor edad. Adicionalmente, reflexionamos que seria interesante cambiar el foco
de las hormonas ovdricas hacia la testosterona, ya que se podria considerar que las diferencias observadas
entre sexos, perfilando a los machos como mas vulnerables que las hembras a los efectos de la STZ-icy,
podrian anularse en el caso de trabajar con machos castrados. Este es un enfoque interesante de explorar
en futuras investigaciones.

6.6 Conclusion

Los resultados de estos trabajos demuestran que la STZ produce cambios celulares vy
comportamentales dependiendo del sexo, aunque algunas alteraciones resultan conservadas entre
machos y hembras. Especificamente, a nivel de conducta hemos observado que la STZ afecta la memoria
de reconocimiento y aumenta el comportamiento simil depresivo independientemente del sexo evaluado.
A nivel celular, la microglia del hipocampo se vuelve reactiva, y las neuronas tanto maduras como
inmaduras resultan fuertemente afectadas tras una inyeccidn de STZ. Sin embargo, en las ratas hembra, la
STZ no afectd en igual magnitud el comportamiento tipico de especie y la memoria espacial. Ademads, en
las hembras no se encontré afectada la expresién de pTau y péptido BA, las sinapsis ni tampoco la
reactividad astrocitaria, como si se observa en ratas macho de la misma edad e inyectados con la misma
dosis de la droga. Por lo tanto, concluimos que seria interesante evaluar cambios en el disefio experimental
para lograr en las ratas hembra inyectadas con STZ, cambios que reflejen de manera mas fidedigna un
modelo de EAe. Ademas, nuestros resultados indican que usar machos y hembras indistintamente no seria
una estrategia efectiva, ya que aumentaria la variabilidad de respuesta en los parametros estudiados por
las diferencias en la respuesta a la STZ entre ratas de ambos sexos. Los efectos de la STZ en el cerebro de
la hembra deberian continuar siendo estudiados, ya que las causas y mecanismos que subyacen estas
diferencias aun son desconocidos para nosotros.
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7 Capitulo VII: Conclusiones generales

En los estudios realizados hemos abordado distintos aspectos patoldgicos claves de la EA, utilizando
un modelo de EAe de corto plazo evaluado a 25 dias luego de la inyeccidén de STZ-icv, y de mediano plazo,
evaluado a 95 dias post inyeccién. En nuestro laboratorio se puso a punto este modelo en ratas macho, y
con el hemos evaluado el potencial terapéutico de la transferencia génica de IGF1 y timulina, y hemos
realizado un experimento de instilacion intranasal con el Sc de MSC de corddn umbilical humano, usando
células naive o que sobreexpresan IGF1. Por ultimo, debido a la falta de informacién del efecto de la STZ
en ratas hembra, hemos realizado dos experimentos destinados a evaluar el comportamiento y la
respuesta de células neuronales y gliales de ratas hembra inyectadas con la misma dosis utilizada para
generar el modelo de EA en machos. A fin de evaluar un potencial efecto protector de los esteroides
ovaricos frente a la STZ, en estos experimentos hemos utilizado hembras con ovarios intactos y
ovariectomizadas.

Nuestros resultados muestran que el modelo de STZ-icv en ratas macho puede ser utilizado para la
evaluacion del potencial terapéutico de diversas estrategias, tanto a corto como a mediano plazo, tiempo
para el cual se evidencian alteraciones en la memoria, cambios patolégicos en diferentes poblaciones
cerebrales y un aumento de proteinas marcadoras de la EA (este ultimo para el caso de la utilizacién del
modelo en una etapa aguda). El estudio del modelo de STZ-icv a ambos tiempos, nos permitié elegir
agentes terapéuticos con el objetivo de subsanar los cambios neurodegenerativos y el déficit cognitivo
asociados a la EA experimental.

Debido a su potente accidn neurotrofica, el IGF1 fue elegido para realizar terapia génica a corto plazo
en el modelo de STZ-icv en machos. Demostramos que una Unica inyeccidn en los ventriculos laterales de
un vector adenoviral que sobreexpresa IGF1, es capaz de revertir de forma total o parcial, dependiendo
el tipo de comportamiento evaluado, el dafio cognitivo generado por la STZ. Nuestros resultados
demuestran que dicha terapia activo la cascada de PI3K/Akt, la cual estimula la supervivencia y el
crecimiento celular. Por otro lado, aunque no se ha evaluado en este trabajo, se sabe que la activacion
del IGF1R lleva en paralelo, a la activacién de la cascada de las MAPK, que estimulan la proliferaciéon
celular. Asi, proporcionar IGF1 al cerebro normalizd la expresidn de proteinas sindpticas y el nimero de
neuronas inmaduras fuertemente disminuido por la STZ, y promovio la proliferacion microglial. Si bien la
accion benéfica del IGF1 es discutida, ya que ciertos trabajos le otorgan a este factor funciones
detrimentales dependiendo de la patologia subyacente y del contexto, nuestros resultados demuestran
qgue el IGF1 es un potente factor restaurativo en la etapa aguda del modelo de STZ-icv, confirmando
nuestra primera hipétesis planteada.

Cabe destacar que muchos de los fracasos terapéuticos en fases clinicas se deben a su aplicacién en
pacientes en estadios avanzados de la EA, donde el dafio cerebral es irreversible, por lo que seria
importante evaluar un potencial efecto preventivo del IGF1, administrando el vector viral antes de la
generacion del modelo. Para que intervenciones terapéuticas en humanos destinadas a estadios
presintomaticos o prodrémicos de la enfermedad se vuelvan factibles, resulta imprescindible la
identificacion de biomarcadores preclinicos y un diagndstico temprano de la EA, actualmente Unicas
garantias de acelerar el desarrollo exitoso de una nueva terapia para esta patologia.
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Por otro lado, elegimos a la timulina para realizar terapia génica a mediano plazo, en el momento en
el cual los efectos de la STZ no son tan pronunciados como en una etapa aguda. Al contrario del IGF1 con
sus conocidas acciones neurotréficas, confirmamos nuestra hipdtesis acerca del efecto inmunomodulador
en el cerebro que podria tener la timulina. Este es el primer trabajo en el que se usa a la timulina como
agente terapéutico en un modelo de enfermedad neurodegenerativa. Demostramos que el incremento
sistémico de timulina tiene un fuerte efecto en modular la reactividad de la microglia y los astrocitos. Por
un lado, la timulina disminuyd fuertemente la reactividad microglial, a la vez que aumentd la reactividad
astrocitica, en ambos casos difiriendo no solo del grupo STZ, sino también del grupo control. Nuestro
analisis no nos permite conocer qué funciones de las células gliales se vieron modificadas, pero es posible
gue estos cambios en la reactividad estén relacionados con los cambios en el comportamiento de los
animales, en especial a una notable recuperacion de la memoria de reconocimiento. Si bien
desconocemos el mecanismo por el cual la timulina ejercié sus acciones en el cerebro, proponemos que
por un lado podria deberse a la entrada de este péptido al SNC, y modulacién directa sobre la glia, y por
otro, mediante la modulacién de las células inmunitarias periféricas y su comunicacién con el cerebro,
sobre todo en un contexto en donde es posible que la BHE esté dafada y la entrada de agentes
inmunitarios sea mayor de lo normal. El importante rol de las células gliales en la EA tanto como actores
primarios que pueden ser desencadenantes de diversos eventos patoldgicos, o actores secundarios que
los promueven, denota la importancia de investigar el efecto de moléculas que pueden modular la
reaccion de estas células y sus funciones.

Resulta altamente factible que la compleja patofisiologia de la EA necesite de la combinacidn de
tratamientos en lugar de monoterapias, las cuales han sido demostradas ser clinicamente menos eficaces
que las terapias combinatorias, siempre y cuando el uso simultaneo de diferentes agentes sea bien
tolerado sin mayores problemas de seguridad. Siguiendo este razonamiento, hemos decidido evaluar el
efecto de la combinacién de la terapia génica con la terapia celular, ambas previamente demostradas por
nuestro grupo en ser eficientes en el modelo de STZ-icv. Nuestros resultados sugieren que el Sc de MSC
de cordén umbilical humano que sobreexpresan IGF1 podria tener un potencial benéfico en la
recuperacion del comportamiento afectado de los animales, pero el testeo de esta hipdtesis necesita de
una repeticién de este experimento y posiblemente de un nuevo disefio experimental, que no
comprometa la conducta de los animales. Muchos de los trabajos que reportan el uso de la instilacion
intranasal en roedores como estrategia poco invasiva para acceder al SNC, aplican anestesia para realizar
una Unica instilacién, lo cual fue considerado insuficiente para lograr contrarrestar los efectos de la STZ, y
promovidé un disefio con instilaciones repetidas periddicamente. Sin embargo, proponemos que esto
podria ser una causa del comportamiento alterado de los animales, lo cual limita el uso de esta
herramienta. Adicionalmente, concluimos que una desventaja importante del modelo de STZ-icv frente a
modelos transgénicos, son la preparacién de la droga o la inyeccidn icv, pasos experimentales en los que
pequefias variaciones pueden no generar los efectos esperados en los animales. Por lo tanto, resulta
imprescindible el uso de baterias de test comportamentales.

Finalmente, es importante no asumir que los enfoques terapéuticos eficaces en machos resultaran
igual de exitosos en animales hembra. Estd demostrado que las mujeres experimentan una mayor
frecuencia y un mayor nimero de efectos secundarios negativos a los tratamientos farmacolégicos que
los hombres (Anderson, 2008), como consecuencia del estudio desproporcionado en machos, cuyos
resultados fijan, por defecto, un estandar de referencia. Por lo tanto, una completa caracterizacién del
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modelo de STZ-icv en hembras es necesaria, previo a la prueba de diferentes terapias. Durante décadas
el error de las investigaciones preclinicas en neurociencias fue asumir que los modelos animales de ambos
sexos presentaban el mismo comportamiento. Nuestros resultados demuestran que algunos efectos de
la STZ en el cerebro son dependientes del sexo, y, por lo tanto, el disefio experimental que resulta
adecuado para establecer el modelo de EAe en machos, parece no serlo para las hembras. En diversos
aspectos, tanto comportamentales como moleculares y celulares (especialmente a nivel de la memoria
espacial, los astrocitos y las sinapsis), las hembras se mostraron menos afectadas por la STZ-icv, efecto
qgue no pudo ser explicado por la circulacién de hormonas ovdricas, refutando nuestra cuarta y ultima
hipotesis. Por otro lado, al trabajar con animales hembra es importante considerar que las inferencias
sobre el estado cognitivo, que se realizan al observar el comportamiento, estd basado en lo conocido y
consensuado para los machos. Efectivamente, los test comportamentales mas comidnmente utilizados
fueron validados hace décadas, momento en el cual se utilizaban casi exclusivamente animales macho.
Esto quiere decir que la interpretacién de los resultados conductuales no necesariamente es la misma
para animales de ambos sexos, y aunque aun falten muchas respuestas a este respecto, resulta un factor
importante a tener en consideracién en el andlisis de las medidas comportamentales.

Finalmente, el estudio de los efectos de la STZ en hembras es un tema que merece profunda atencion.
El uso de ambos sexos en la investigacion bdsica resulta fundamental para corregir las desigualdades
sanitarias basadas en el sexo y el género. Un trabajo riguroso es aquel que contemple machos y hembras
(a excepcidn de aquellos que sdlo pueden realizarse en uno de ellos). Para ello resulta fundamental la
implementacion de politicas que fomenten la consideracion del sexo como una variable bioldgica, como
las politicas SABV introducidas en 2016 por el US National Institutes of Health (NIH). Estas recientes
iniciativas tienen como objetivo abordar la brecha de conocimiento existente sobre las diferencias debidas
al sexo, de manera de mejorar la reproducibilidad y la inclusividad en la investigacion financiada con
fondos publicos.

En resumen, el modelo de EAe generado mediante inyeccién de STZ-icv en ratas macho resulta una
herramienta Util para evaluar los efectos de diversas terapias neuroprotectoras e inmunomoduladoras en
distintos tiempos post-inyeccion. No obstante, existen aspectos importantes que requieren una mayor
profundizaciéon para lograr una caracterizacién mds precisa del modelo, lo cual permitird un disefio
terapéutico mas especifico. El IGF1 demostrd ser un potente agente terapéutico con la capacidad de
revertir gran parte de los déficits comportamentales del modelo, mientras que la timulina demostro tener
un importante potencial para modular ambientes neuroinflamatorios. Finalmente, hemos observado que
parte de los efectos toxicos de la STZ son dependientes del sexo, lo que subraya la necesidad de una
investigacion mas profunda en este aspecto. Reconocemos la importancia de comprender la causa de
estas diferencias sexuales, y continuar con estos estudios para generar un modelo de EAe en hembras que
sea adecuado para testear el potencial de diversas terapias.
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