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ABREVIATURAS

3V: tercer ventriculo

ACh: acetilcolina

AChE: enzima acetilcolinesterasa
Ad: adenovirus

asf: fraccion de muestreo del area (del inglés
‘area sampling fraction’)

AT: ensayo de
‘acquisition trial’)

adquisicion (del inglés

Az: azatioprina

BDNF: factor neurotrofico derivado del
cerebro (del inglés ‘brain-derived neurotrophic
factor)

BM: laberinto de Barnes (del inglés ‘Barnez
Maze’)

BSA: albumina sérica bovina (del inglés ‘bovine
serum albumin’)

CA: Cornu Ammonis
CET: células epiteliales timicas
ChAT: enzima colina acetiltransferasa

CICUAL: Comité Institucional para el cuidado y
uso de animales de laboratorio

CTV: control del sistema bivectorial

DAB:
cloruro

3,3-diamino bencidina tretrahidro-

DCX: doblecortina

DEx: dia experimental

DH: Dentate Hilus

DIV: dias in vitro

DM: diabetes Mellitus

DOX: doxiciclina

EA: enfermedad de Alzheimer

EAE: enfermedad de Alzheimer esporadica
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bone marrow mesenchymal stem cells’)
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fluorescent protein’)
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RESUMEN

El envejecimiento cognitivo y su expresion mas devastadora, la enfermedad de Alzheimer (EA),
representan un creciente desafio médico y socioecondmico que requiere vigorosos esfuerzos de
investigacion para dilucidar los mecanismos fisiopatoldgicos que intervienen el cerebro y para el
desarrollo de estrategias terapéuticas. Mdas aun, la EA esporadica (EAE) es la patologia
neurodegenerativa mas frecuente y se espera que el numero de personas afectadas continue
creciendo de manera exponencial. Desafortunadamente no existe un tratamiento disponible que
revierta o prevenga la muerte neuronal que resulta en el inevitable deterioro cognitivo de los
pacientes con EA. Es por ello que, la combinacion de un diagndstico temprano y una terapia efectiva
resulta imprescindible para frenar el progresivo aumento de casos dado por la mayor expectativa de

vida.

Desde hace unos afios, existe un creciente interés en el potencial de las células madre
mesenquimales (MSCs) para implementar medicina regenerativa en el cerebro, ya que han
demostrado actividades neurogénicas e inmunomoduladoras. En la presente Tesis Doctoral
evaluamos en primer lugar, el efecto de la administracién intracerebroventricular (icv) de MSCs
derivadas de médula ésea humana (hBM-MSCs) en la memoria espacial y en la morfologia del
hipocampo de ratas seniles (27 meses). Después del tratamiento, el grupo senil tratado con MSCs
mostré una mejora significativa en la memoria espacial, evaluada en el Laberinto de Barnes (BM).
Respecto a la morfologia del hipocampo, la terapia con MSCs aumenté el nimero de neuroblastos
en el giro dentado, redujo el niumero de células microgliales reactivas y restaurd la pérdida sindptica
en comparacién con los controles seniles. Liegamos a la conclusién de que las hBM-MSCs inyectadas
icv son eficaces para mejorar la memoria espacial y algunas caracteristicas cerebrales funcionales y

morfoldgicas tipicamente alteradas en ratas envejecidas.

Para contribuir al estudio de la EA es necesario disponer de modelos animales que recapitulen las
principales caracteristicas patoldgicas de esta enfermedad. La inyeccion icv de estreptozotocina (STZ)
en ratas constituye un modelo prometedor, ya que los animales desarrollan un estado cerebral
insulino-resistente y deficiencias cognitivas. Aunque numerosos estudios han descripto a este
modelo como representativo de la EAE, aun se necesitan mas estudios para caracterizarlo
completamente. En el presente trabajo, evaluamos los efectos a corto plazo de la inyeccidn de STZ-
icv a dos dosis, 1 (STZ1) y 3 mg/kg (STZ3), sobre el comportamiento y la morfometria del hipocampo.

Encontramos que, después de la administraciéon de STZ-icv, las ratas STZ3, pero no las STZ1,
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presentaban alteraciones en la memoria espacial en el BM y en la memoria de reconocimiento de
objetos. Ademas, las ratas STZ3 mostraron una reduccién del volumen y pérdida de neuronas del
hipocampo, junto con un aumento de marcadores de microgliosis y astrogliosis (neuroinflamacion).
El andlisis de Sholl reveld la vulnerabilidad de los astrocitos hipocampales a ambas dosis de STZ. En
general, el presente estudio proporciona datos relevantes sobre este modelo de EAE en rata, en el
cual solo la dosis alta de STZ induce lesiones neurodegenerativas severas y agudas, asociadas con un

proceso inflamatorio.

En este modelo de EAE decidimos evaluar la terapia con MSCs puesto que obtuvimos resultados
prometedores en los estudios en ratas seniles. Para ello, inyectamos cronicamente MSCs por via
intravenosa (iv). Comprobamos que la terapia celular aumenté el comportamiento exploratorio y de
enterramiento defensivo, disminuyd la ansiedad y mejoré la memoria espacial, afectados por la STZ.
Un hallazgo interesante es que la terapia celular rescatd a los animales de la neurodegeneracion,
pero no revirtié la pérdida de neuroblastos inducidas por la STZ en el hipocampo. Ademas, la terapia
celular disminuyé significativamente la microgliosis y la disfuncién sindptica en el hipocampo.
Concluimos que, bajo nuestro protocolo de inyeccidn, la terapia iv con MSCs en ratas con STZ induce
a nivel estructural, bioquimico y funcional una neuroproteccion integral en el hipocampo que

promueve claras mejoras comportamentales.

Otro modelo animal de EA, generado por la administracidon icv de oligdmeros del péptido beta
amiloide (OPAs) en ratones, fue utilizado en el presente trabajo de Tesis Doctoral. Evidencia
considerable indica que los OBAs se acumulan en el cerebro con EA, y estan implicados en la
disfuncién sindptica tempranay en el deterioro de la memoria en dicha enfermedad. Anteriormente,
se ha establecido que la exposiciéon de neuronas hipocampales a OBAs induce la internalizacion de
los receptores de insulina (R1) y la inhibicion del sustrato 1 del receptor de insulina (IRS-1), generando
resistencia a la insulina neuronal. Aunque la insulina parece mejorar la cognicion en los individuos
controles y en las primeras etapas de la EA, los efectos protectores pueden no observarse en las
ultimas etapas de la enfermedad. Las posibles explicaciones para esto incluyen la eliminacion de los
Rl de la superficie neuronal y el bloqueo de la sefializacién del Rl debido a la inhibicién de IRS-1
instigada por oligdmeros. En nuestro estudio, hemos investigado si el factor de crecimiento simil
insulina 1 (IGF-1) podria utilizarse para evitar el bloqueo de la sefializacién mediada por el Rl y
promover la activacion alternativa de vias relacionadas con la insulina, protegiendo asi a las neuronas

del dafio inducido por OBAs. Primero realizamos estudios in vitro que nos permitieron determinar
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gue la exposicion a OBAs en cultivos de neuronas hipocampales no afectaba los niveles del receptor
IGF-1 en la superficie celular. Para evaluar nuestra hipdtesis empleamos in vitro, previo a la
exposicion a OBAs (500 nM), un vector adenoviral recombinante (RAd-IGF-1) que induce la
sobreexpresion de IGF-1. A pesar de observar solo una ligera disminucion en la pérdida de espinas
dendriticas, la expresion de IGF-1 mediada por el RAd previno la union de OBAs a las neuronas y la
produccién excesiva de especies reactivas del oxigeno. A continuacion, utilizamos un modelo in vivo
en ratones para estudiar el impacto de lainyeccién icv de RAd-IGF-1, dos semanas antes de la infusién
de OBAs-icv. Resulta de interés que, la sobre expresion del IGF-1 en el cerebro de los ratones protege
contra el deterioro de la memoria de reconocimiento de objetos inducido por OBAs. Los resultados
sugieren que la terapia génica con RAd-IGF-1 es una estrategia prometedora para proteger contra la

neurodegeneracién y el deterioro cognitivo inducido por los OBAs.

Finalmente, teniendo en cuenta que la neuroinflamacién es una caracteristica tipica tanto del
envejecimiento como en la EA, resulta interesante disponer de herramientas para su modulacién. En
el laboratorio hemos empleado terapia génica con el péptido timico timulina basada en su rol
neuroinmunoendocrino. Actualmente estamos interesados en explorar el potencial antiinflamatorio
de la timulina en los modelos animales de neurodegeneracién. Para ello, inicialmente, nos
propusimos generar una herramienta biotecnoldgica que nos permita manipular la expresién de la
timulina, asi fue que construimos un sistema bidireccional regulable Tet-Off de dos vectores (que
llamamos sistema bivectoral experimental, ETV), el cual expresa simultdaneamente el gen sintético
para timulina y el gen para proteina verde fluorescente humanizada (hGFP) y, ademas, el sistema
control correspondiente. La expresién de los transgenes se desactiva en presencia del antibidtico
doxiciclina (DOX). ETV se caracterizd in vitro, en diferentes lineas celulares, e in vivo, administrado
icv y por via intramuscular; en todos los casos ETV mostré inducir niveles elevados de timulina y ser
eficientemente regulado por DOX. Por tanto, creemos que nuestro sistema bivectorial regulable es
una herramienta molecular eficaz para implementar terapia génica antiinflamatoria con timulina, a

corto y largo plazo, en modelos animales de inflamacién aguda o crdnica.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

1.1 Envejecimiento

La poblacion mundial esta envejeciendo: la mayoria de los paises del mundo estan experimentando
un aumento en el numero y en la proporcidon de personas mayores. Esto es consecuencia de una
mayor expectativa de vida debido a los avances de las ciencias médicas, entre otras razones

socioecondmicas.

1.1.1 Epidemiologia

Segun datos del informe de las Naciones Unidas «Perspectivas de la Poblacion Mundial», en 2017 se
estimaron cerca de mil millones de personas mayores de 60 afios y se espera que el niumero se
duplique para 2050 y triplique para 2100 (Figura 1). Este grupo de la poblacién crece mas

rapidamente que los de personas mas jévenes (World Population Prospects - United Nations, 2017).
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Figura 1: Proyeccion del envejecimiento de la poblacion mundial en personas de mas de 60 afios. Programa

de las Naciones Unidas para el Envejecimiento.



El analisis sobre el fendmeno de envejecimiento poblacional reporta en nuestro pais un
comportamiento similar al mundial. Segun la Comisidn Econdmica para América Latina, en 2017 los
mayores de 60 afios representaban el 15% y en 2030 alcanzaran el 18,3%. Por lo tanto, el futuro
argentino debe considerar especialmente a las personas mayores y fomentar investigaciones que
faciliten la toma de conciencia en nuestra sociedad de cara a este desafio (OMS - Informe Mundial

sobre el envejecimiento y la salud, 2015).

1.1.2 Envejecimiento cerebral no patolégico

Como se menciond anteriormente, ha habido un aumento constante en la esperanza de vida de la
poblacién en todo el mundo, que ha puesto en relieve los diversos problemas médicos y
socioecondmicos de la poblacién geriatrica. Esto ha llevado a un aumento en la investigacién del
envejecimiento tanto a nivel clinico como bdsico y, como es ldgico, el envejecimiento del cerebro ha

ocupado un lugar central en dichos estudios.

El envejecimiento cerebral se asocia con déficits cognitivos junto con alteraciones celulares y
moleculares subyacentes que incluyen dano oxidativo, deterioro mitocondrial, modificaciones en el
metabolismo de la glucosa y la energia, y neuroinflamacién. Estos cambios progresan lentamente a
lo largo de los afios durante la vejez constituyendo lo que se denomina envejecimiento cerebral no
patologico (Poddar y col. 2018). Finalmente, conlleva a un deterioro en la calidad de vida de las
personas de edad, originando mayor morbilidad y eventualmente la necesidad de atencidn
institucional (Deary y col. 2009). Ademas, el cerebro envejecido puede establecer un telén de fondo
para el desarrollo de patologias tales como la Enfermedad de Alzheimer (EA), que se presenta con
una pérdida devastadora de la memoria y la cognicién junto con la pérdida neuronal difusa y los
signos histopatoldgicos caracteristicos (Serrano-Pozo y col. 2011). Los mecanismos de dafio
molecular del envejecimiento cerebral no patoldgico tienen muchos puntos en comun con los de EA,
lo que implica que un andlisis detallado de los primeros puede conducir finalmente a una mejor

comprensién de la patogénesis de la EA.

1.1.3 Alteraciones cognitivas

El envejecimiento cerebral no patoldgico se asocia con deterioro cognitivo en humanos. En particular,
la adquisicion y retencion de nuevos aprendizajes espaciales se ven negativamente afectadas
(Rosenbaum y col. 2012). En ratas, se ha observado en el envejecimiento normal un deterioro

significativo en la memoria de trabajo y de referencia espacial dependiente del hipocampo, evaluada
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mediante el laberinto de agua de Morris (MWM) (Gallagher, Burwell y Burchinal 1993; Vorhees y
Williams 2006). También se ha demostrado que la memoria espacial a largo plazo esta deteriorada
en ratones envejecidos segun lo evaluado por la tarea de memoria de ubicacién de objetos, mientras
gue la memoria de reconocimiento de objetos no se ve afectada (Wimmery col. 2012). Sin embargo,
existen estudios que demostraron que los animales envejecidos responden de manera heterogénea
al deterioro de la memoria y en tareas de aprendizaje, por lo cual, se ha propuesto que el déficit
cognitivo relacionado con la edad progresa a diferentes velocidades en los distintos individuos (Beas,

Setlow y Bizon 2013).

1.1.4 Seializacién de la insulina y metabolismo energético cerebral

Antes de la década de los 80, se pensaba erréneamente que el sistema nervioso central (SNC) era
insensible a la estimulacion por insulina y que la captacién de glucosa en el cerebro ocurria de forma
independiente de la accidn de la insulina. Después de las primeras descripciones de la presencia de
insulina y de sus receptores en diversas regiones del cerebro, se comenzd a especular sobre cual seria
su origen y su rol en este érgano (Havrankova, Roth y Brownstein 1983; Havrankova y col. 1978;

Plum, Schubert y Briining 2005).

Estudios posteriores demostraron que la insulina periférica puede cruzar la barrera hematoencefalica
y alcanzar el parénquima cerebral. Este hallazgo parecio aclarar el origen de la insulina cerebral,
aunque luego se detectd la expresion local de insulina en el SNC (Madadi, Dalvi y Belsham 2008; van
der Heide, Ramakers, y Smidt 2006). Ademas, la clara existencia de receptores de insulina y de sus
efectores en diversas estructuras cerebrales, incluso en las espinas dendriticas, sugirié una

importante funcion neuronal de esta hormona.

Actualmente, se cree que la insulina ademas de regular la utilizacién de la glucosa, el principal
combustible metabdlico para el cerebro, posee un rol clave como neuromodulador de la funcién
cerebral. Evidencias contundentes indicaron un potencial neurotréfico y neuroprotector de la
insulina contra insultos toxicos (Briining y col. 2000; Di Carlo y col. 2010). Estudios recientes
demostraron que la insulina puede inducir respuestas electrofisioldgicas inmediatas (Kovacs y Hajnal
2009) y proteccidon contra la muerte neuronal por apoptosis en la corteza y el cerebelo (Tanaka y col.
1995; Ryu y col. 1999). Asi mismo, esta hormona también puede estimular la plasticidad sindptica y
promover sinaptogénesis (van der Heide, Ramakers y Smidt 2006; Chiu, Chen y Cline 2008). Mas

aun, la sefalizacion por insulina parece ser esencial para los procesos de formacién y consolidacion
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de la memoria (Zhao y col. 2004; McNay y col. 2010; McNay y Recknagel 2011). Efectivamente,
estudios recientes demuestran su capacidad para potenciar la funcidn cognitiva en roedores y

humanos saludables (Dou y col. 2005; Haj-ali, Mohaddes y Babri 2009; Ott y col. 2012).

Estudios del cerebro con EA realizados con tomografia por emisién de positrones demostraron una
clara disminucién de la utilizaciéon de glucosa que inicialmente comienza en el hipocampo y se
correlaciona con el grado de deterioro cognitivo en diferentes etapas de la enfermedad (Mosconi,
Pupi, y De Leon 2008; Cunnane y col. 2011). En el envejecimiento cerebral no patoldgico, sin
embargo, se ha demostrado que el hipometabolismo de la glucosa es mas leve (Mosconi 2013;
Loessner y col. 1995). En el cerebro de ratas viejas, por ejemplo, se ha observado un metabolismo
alterado de la glucosa, el cual esta correlacionado con el deterioro del aprendizaje espacial (Awasthi
y col. 2011). Estos cambios en el metabolismo de la glucosa en el cerebro envejecido pueden
explicarse, al menos en parte, por una disminucion de la actividad de enzimas glucoliticas clave y del
numero de transportadores de glucosa (Camandola y Mattson 2017; Yin y col. 2016). De manera
interesante, los niveles cerebrales del factor de crecimiento simil insulina 1 (IGF-1), importante
neuromodulador perteneciente a la familia de la insulina, también disminuyen con el envejecimiento

(Pardo y col. 2016).

1.1.5 Neuroinflamacion

La inflamacién es una reaccidén de defensa del organismo contra diversos estimulos nocivos. La
respuesta inflamatoria induce efectos beneficiosos para el SNC, limitando la supervivencia y
proliferacién de patégenos invasores, ademas de promover la conservacion y la reparacién del tejido
nervioso, mediante fagocitosis de detritos y células apoptédticas, por ejemplo. Sin embargo, un
descontrol o altos niveles de estimulos inflamatorios resultan en la produccién de factores

neurotoxicos perjudiciales para el cerebro (Khandelwal, Herman y Moussa 2011).

La microglia y los astrocitos son las principales células responsables del inicio y exacerbacién de la
inflamacién en el SNC. La microglia esta formada por macréfagos especializados, las principales
células que componen el sistema inmune del SNC (Ransohoff y Perry 2009). En condiciones
fisioldgicas, dichas células presentan largas ramificaciones con gran movilidad para monitorear el
tejido y reconocer focos de dafo o riesgo (Nimmerjahn, Kirchhoff y Helmchen 2005). En esta
condicién, la microglia esta en un estado basal y promueve la inmunidad del tejido produciendo

factores antiinflamatorios y neurotroficos (Streit 2002). Los astrocitos son las células mas abundantes
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del SNC y desempefian muchas funciones, como el mantenimiento de la estructura y conservacién
de la barrera hematoencefilica y la nutricidén y sustentaciéon del tejido nervioso (Moore y O’Banion

2002).

En condiciones de estrés, ya sea por invasion de un patégeno, injuria o acumulacién anormal de
proteinas, las células gliales cambian su morfologia hacia un fenotipo ameboide caracterizado por
presencia de un cuerpo celular mas esférico, hipertrofia nuclear, estiramiento de la célula vy
expresion/liberacion de factores y proteinas (Figura 2). Este fenotipo mas reactivo de las células
gliales promueve una respuesta inflamatoria que estimula al sistema inmune a erradicar los estimulos

de estrés (Akiyama y col. 2000; Moore y O’Banion 2002; Khandelwal, Herman y Moussa 2011).

Figura 2: Células gliales normales y activadas. Las imagenes A-D muestran inmunohistoquimica de células
microgliales realizada contra la molécula adaptadora de unidn a calcio ionizado 1 (Iba-1), las imagenes Ay C
son de células en su estado fisioldgico, mientras que la B y D en el estado activado. Las imdagenes de E-G
muestran las células astrocitarias marcadas con proteina fibrilar acidica de la glia (GFAP), las cuales estan
activadas en F y con mayor aumento en G. Escala de las barras en: A-B 10 um; C-D 25 um, E-F 50 um, G 20um.

Adaptado de: (Bland y col. 2010; Stozicka y col. 2010)

Cabe mencionar que, durante la respuesta inflamatoria, las células microgliales pueden seguir
diferentes vias de activacion para realizar funciones distintivas: la via de activacién M1 conduce a
lesidn tisular que causa muerte e inflamacion neuronal, mientras que el fenotipo M2 alternativo

induce reparacién y neuroproteccién (Cherry, Olschowka y O’Banion 2014; Sierra y col. 2007).
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Cuando la microglia se activa al fenotipo M1, se secretan citoquinas proinflamatorias como la
interleucina (IL) 6 (IL-6), IL-1B, el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), especies reactivas del oxigeno
(EROs) y marcadores de superficie como CD40, CD45, DC11b, complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC) clase ll, etc (Kaur y col. 2015; Norden y Godbout 2013; von Bernhardi, Eugenin-von Bernhardi
y Eugenin 2015).

Las citoquinas proinflamatorias, cuyos receptores en el SNC tienen una amplia distribucién, regulan
en gran medida la plasticidad sindptica, la neurogénesis, el recambio de neurotransmisores y las
funciones en diferentes regiones cerebrales que afectan la memoria, el aprendizaje, el estado de
animo y el comportamiento (Sasanka Chakrabarti y col. 2015; Donzis y Tronson 2014). En el cerebro
envejecido de animales experimentales se ha observado un estado de inflamacidn crdnica tipificado
por cambios microgliales hacia el estado de activacion M1 con procesos mas cortos y menos
ramificados, junto con un aumento de secrecién de las citoquinas proinflamatorias y una disminucién

de las citoquinas antiinflamatorias como la IL-10 (Sparkman y Johnson 2008).

Consecuentemente, el aumento de las citoquinas proinflamatorias en el cerebro que envejece podria
explicar el deterioro del aprendizaje y la memoria en los animales de experimentacién (Barrientos y
col. 2010; Simen y col. 2011). La neuroinflamacién en enfermedades neurodegenerativas como la
EA, en contraste con el papel que juega en el envejecimiento cerebral normal, es clave para el
desarrollo de la patologia y se caracteriza por la activacion microglial en el estado proinflamatorio

(Sasanka Chakrabarti y col. 2015; Gomez-Nicola y Boche 2015).

Por otra parte, se sabe que el cerebro es altamente vulnerable al dafio oxidativo mediado por una
variedad de EROs que incluyen el radical superdxido, el peréxido de hidrégeno y el radical hidroxilo
(Chakrabarti y col. 2013; Halliwell 2006). Estos radicales libres altamente reactivos pueden causar
dafio celular a través de la peroxidacién lipidica, formacién de aductos de proteinas y ADN, entre
otros (Poon y col. 2004). La acumulaciéon de marcadores de dafio oxidativo en el cerebro envejecido
ha sido reportada en multiples estudios en animales de experimentacidn, por lo que se ha propuesto
gue el estrés oxidativo contribuye al envejecimiento (Grimm y col. 2011; Perluigi y col. 2010).
Especificamente, el aumento de estrés oxidativo en el cerebro que envejece provoca una defensa
antioxidante alterada, disfuncion mitocondrial y un estado cerebral proinflamatorio (Sasaki y col.

2008; Sasanka Chakrabarti y col. 2011; Grimm y Eckert 2017).
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1.1.6 Comparacion de la fisiopatologia entre el envejecimiento cerebral no patoldgico y la

Enfermedad de Alzheimer

En el cerebro con EA el hipometabolismo de la glucosa, la neuroinflamacién, el dafio oxidativo y la
disfuncién mitocondrial, se manifiestan de manera mas agravada que en el envejecimiento cerebral
no patoldgico (Figura 3). Respecto a la perdida neuronal, muchos estudios indican cierta pérdida
neuronal en diferentes regiones del cerebro envejecido (Mortera y Herculano-Houzel 2012; Smith y
col. 1999). Por ejemplo, se ha observado que, en el envejecimiento, las neuronas colinérgicas sufren
una moderada degeneracidn, resultando en una hipofuncidn colinérgica y ésta ha sido relaciona con
las declinaciones cognitivas progresivas en la vejez (Reinhard Schliebs y Arendt 2011). En contraste,
en el cerebro afectado por la EA se observa una extensa pérdida de neuronas y acumulacién anormal
de varias proteinas, las cuales son consideradas caracteristicas patoldgicas distintivas de la

enfermedad (Freeman y col. 2008; Perl 2010; Serrano-Pozo y col. 2011).

Reduccion de la energia,
disminucidn de la neurogénesis
y alteraciones sinapticas en el e »
hipocampo, pérdida neuronal, #
hipofuncion colinérgica,
expresion génica alterada

Figura 3: Alteraciones moleculares y celulares que comparten el envejecimiento no patoldgico y la

enfermedad de Alzheimer.
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1.2 Enfermedad de Alzheimer

1.2.1 Generalidades

La EA es la forma mas comun de demencia y contribuye al 60-70% de los casos (World Alzheimer
Report, 2018). Se define a la demencia como un sindrome caracterizado por la alteracion de multiples
funciones cerebrales, que incluyen la memoria, el pensamiento, la orientacién, la comprensién, el

calculo, la capacidad de aprendizaje, el lenguaje y el juicio (Dementia - OMS, 2018).

En 1906, el psiquiatra y neuropatélogo aleman Alois Alzheimer, describid por primera vez las
caracteristicas clinicas y anatomopatolégicas de la EA. Sus hallazgos se basaron en el estudio de una
paciente de 51 afios, llamada Auguste Deter, que presentaba un cuadro grave de delirios, pérdida de
memoria, desorientacién y trastornos de la conducta y el lenguaje, quien finalmente fallecié en

estado de total invalidez tras cuatro afios y medio de evolucién clinica (Hippius y Neundorfer 2003).

Recientemente, se ha definido a la EA como un proceso neurodegenerativo progresivo e irreversible
caracterizado por la pérdida insidiosa de memoria, de habilidades intelectuales y de razonamiento,
asi como por desorientacién espacio-temporal, cambios de humor, alteraciones conductuales, afasia
(disminucidn 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) (Reiman
y Caselli 1999; van Strien, Cappaert y Witter 2009). Estas alteraciones se deben a dafios selectivos
en regiones cerebrales implicadas en dichos procesos, tales como el hipocampo, la corteza entorrinal,
la amigdala y el telencéfalo basal. El curso clinico de la EA suele durar unos 10 aiios y, normalmente,
la muerte sobreviene por complicaciones secundarias a la enfermedad y al debilitamiento que

conlleva, como neumonia, embolia pulmonar o sepsis (Reiman y Caselli 1999).

La ausencia de marcadores bioldgicos para la EA hace que el analisis neuropatoldgico post mortem
sea crucial para el diagndstico definitivo de la enfermedad. En la actualidad, aunque existen farmacos

gue mejoran los sintomas, no existe un tratamiento efectivo para prevenir o evitar su progresion.

1.2.2 Epidemiologia y costos

Como se detallé previamente en la seccion 1.1, el envejecimiento de la poblacion se ha convertido
en un fendmeno mundial. Por lo tanto, el nimero de personas afectadas con trastornos crénicos

dependientes de la edad, tal como la EA, aumenté significativamente induciendo un impacto
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dramatico en la salud publica y el financiamiento de la atencién médica (Qiu, Kivipelto y von Strauss

2009).

En 2015, cerca de 36 millones de personas en todo el mundo padecian EA (Alzheimer’s Association
2016). Efectivamente, el incremento de dicha patologia la ha convertido en el tercer problema de
salud mas grave en los paises desarrollados, detrds de los accidentes cardiovasculares y el cancer

(Ferri y col. 2005).

En Argentina, se calcula que hay mds de 500.000 personas afectadas con EA y que en 2050 serdan mas
de un millén. A medida que la prevalencia de EA aumenta exponencialmente con la edad, se estima
gue una de cada ocho personas mayores de 65 afios y casi la mitad de las personas mayores de 85

afios padecen EA (Prince y col. 2013).

En la actualidad, el costo mundial directo de la atencidon de la EA se estima en USD 1 billon y se
duplicara hacia el 2030, convirtiéndola en una de las enfermedades cronicas mas costosas debido a
la necesidad de cuidado constante (World Alzheimer Report 2018 - The State of the Art of Dementia
Research). Por lo tanto, las consecuencias de la EA son invaluables, convirtiéndose en un desorden
devastador, no solo por la pérdida de memoria sino también por la pérdida de la capacidad de
mantener una vida independiente, lo que plantea serias responsabilidades familiares y sociales. A
menos que se desarrollen terapias efectivas que retrasen la aparicion o desvien el curso de la
enfermedad, el costo de la EA en la sociedad y en los sistemas de atencién de la salud sera

insostenible.

1.2.3 Factores genéticos y de riesgo

La EA se presenta en dos formas, la EA familiar (EAF), con herencia autosdmica dominante y poca
influencia del entorno, y la EA esporadica (EAE) que no estd asociada a un patrén mendeliano de
herencia. Estas dos formas son clinica y fenotipicamente muy similares a excepcion de la edad de

inicio, que es mds temprana en pacientes que sufren de EAF.

1.2.3.1 Enfermedad de Alzheimer familiar (EAF)

Desde hace varias décadas se sabe que la EA puede heredarse de forma autosémica dominante,
siendo la prevalencia de esta forma entre el 1 al 5% del total de casos (Reitz y Mayeux 2014). La EAF
también se conoce como EA de inicio temprano ya que los sintomas afectan a personas menores de

60 afios y presenta una tasa de progresion mas rapida (Rosenberg y col. 2000).
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Como causas de EAF se han descrito hasta la fecha, mas de 160 mutaciones altamente penetrantes,
aungue raras, en tres genes que codifican a las siguientes proteinas: la proteina precursora de
amiloide (PPA), en el cromosoma 21 (Gotz y Ittner 2008); la presenilina (PSN) 1, en el cromosoma 14;
y la PSN2, en el cromosoma 1 (Scheuner y col. 1996). Ambas PSNs son componentes esenciales de la
y-secretasa, enzima responsable del procesamiento aberrante del PPA para la produccién de
péptidos amiloides. La PPA es una proteina integral de membrana con un gran dominio extracelular.
La isoforma mads expresada en neuronas es la APP695, que estd presente en las sinapsis y parece
ejercer una importante funcion en la regulacion de la adhesion, migracion y sefializacién neuronal
(Gralle y Ferreira 2007). Mutaciones en estos tres genes conducen a la agregacién de péptido beta

amiloide (BA) y, por lo tanto, garantizan el inicio de la enfermedad (Bagyinszky y col. 2014).

1.2.3.2 Enfermedad de Alzheimer esporadica (EAE)

La EAE es también conocida como EA de inicio tardio porque la edad de aparicion es después de los
65 afios; representa el 95% de todos los casos de EA y tiene un origen multifactorial con factores de

riesgo genéticos y ambientales (Ballard y col. 2011).

Hasta la fecha, el Unico factor de riesgo genético demostrado en pacientes con EAE es el alelo €4 del
gen de la apolipoproteina E (Apo E4, cromosoma 19), fundamental para el metabolismo de
triglicéridos y del colesterol (Bagyinszky y col. 2014; Farrer y col. 1997). Este alelo no es necesario ni
suficiente para causar EA, pero opera como un factor de riesgo que disminuye la edad de inicio de la

enfermedad de una manera dependiente de la dosis genética (Corder y col. 1994).

Si bien se sabe que el envejecimiento es el principal factor de riesgo para el desarrollo de la EAE
(Amaducci y Tesco 1994), se ha observado que un desequilibrio en el metabolismo corporal a lo largo
de la vida puede contribuir a su establecimiento (Daviglus y col. 2011; Mattson 2012; De Felice
2013). Entre otros factores de riesgo involucrados se pueden mencionar los antecedentes familiares
(Fratiglioni y col. 1993), las lesiones cerebrales traumaticas (Sivanandam y Thakur 2012), las
enfermedades cardiovasculares (Pendlebury y Rothwell 2009), |la Diabetes Mellitus (DM) tipo Il
(Rbnnemaa y col. 2008; Kroner 2009) y la dieta (Scarmeas y col. 2009). Por lo tanto, diferentes

mecanismos parecen estar involucrados en la patogénesis de la EA (Figura 4).
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Figura 4: Representacion esquematica de los factores involucrados en el desarrollo de la enfermedad de

Alzheimer.

1.2.4 Patologia

La principal caracteristica de la etiologia de la EA es que su progresion global no se limita a la
disfuncién de un solo mecanismo. Los sintomas son el resultado de una multiplicidad de estimulos

patoldgicos.

Los principales cambios macroscopicos caracteristicos del cerebro incluyen una importante atrofia
cortical, con adelgazamiento de las circunvoluciones, ensanchamiento de los surcos, engrosamiento
de las meninges y dilatacion de las cavidades ventriculares (Figura 5) (Castellani, Rolston, y Smith
2010; Walsh y Selkoe 2004). Las primeras estructuras afectadas son el hipocampo, la corteza
entorrinal y el neocdrtex, siendo dafiadas posteriormente dreas corticales motoras y sensoriales
(Petersen y col. 2006). Dado que el hipocampo desempefia un papel crucial en el procesamiento de
la memoria y es una de las primeras y principales regiones afectadas en la EA, elegimos esta regién

como foco principal de estudio. Precisamente, se ha evidenciado que el Stratum Radiatum (SR) y el
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giro dentado (GD) son dos zonas hipocampales particularmente vulnerables a la degeneracién en

pacientes con la EA (West 1993; Hyman y col. 1984).

Cerebro
Normal
& |

A
s OB

Cerebro con
Alzheimer

Figura 5. Esquema comparativo de un cerebro humano sano (izquierda) y otro de un paciente con EA
(derecha). Se aprecia como el cerebro con Alzheimer posee un menor volumen, un adelgazamiento severo de
la corteza (resaltado en rojo), una dilatacién ventricular pronunciada (resaltado en azul) y una reduccion

significativa del hipocampo (resaltado en verde).

Microscopicamente, las principales caracteristicas neuropatolégicas de la enfermedad consisten en
depdsitos anormales de proteinas (Goedert y Spillantini 2006), que conforman ovillos neurofibrilares
(ONF) de la proteina Tau agregada y placas seniles (PS) del péptido BA (Gomez-Isla y col. 2008; Perl
2010; Serrano-Pozo y col. 2011). Los ONF y las PS, descritos por el Dr. Alois Alzheimer hace mas de
100 aios, constituyen, aun en la actualidad, las estructuras histopatoldgicas post mortem para el

diagndstico definitivo de la enfermedad (Duyckaerts, Delatour y Potier 2009; Ferreira y Klein 2011).

A diferencia de las PS, que se localizan en el espacio extracelular, los ONF se observan dentro de la
neurona y son el resultado de la hiperfosforilacion de la proteina Tau, una proteina cuya principal

funcién bioquimica es la estabilizacidon de los microtubulos (Takashima 2010; Ittner y col. 2010).

El péptido BA es generado a partir del clivaje proteolitico de la protedlisis de la PPA. Dicha protedlisis
se obtiene por la accidén secuencial de un grupo de enzimas llamadas secretasas, que pueden actuar
por dos vias distintas. La primera de ellas es la via no amiloidogénica, en la cual la a- y y-secretasa

clivan secuencialmente la PPA formando fragmentos solubles que no tienen participacién en la
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patofisiologia de la EA. Sin embargo, la PPA puede sufrir accion de la B- y y-secretasa y generar los
fragmentos amiloidogénicos BA (mds comunmente el BA1-40y el BA1-42) (Figura 6) y éstos, a su vez,
desencadenan varias cascadas patolégicas que llevan a disfunciones sinapticas y dendriticas, ademas

de activar la microglia y los astrocitos e inducir muerte celular (Moore y O’Banion 2002; Cummings

2004; Selkoe 2005).
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Figura 6. Representacion esquematica del procesamiento de la proteina precursora amiloide (PPA).
Procesamiento no amiloidogénico (izquierda): La a-secretasa proteoliza a APP liberando un fragmento soluble
al espacio extracelular llamado a-APP. A continuacidn, la y-secretasa corta el fragmento que queda en la
membrana liberando un fragmento citoplasmatico (AICD) y otro extracelular (p3). Procesamiento
amiloidogénico (derecha): La B-secretasa (BACE1) corta a APP liberando el fragmento extracelular B-APP
(soluble), mas corto que en el proceso no amiloidogénico. El extremo C-terminal es proteolizado ahora por el
complejo y-secretasa generando el péptido AB y un fragmento citoplasmatico (AICD) idéntico al del otro
proceso. La acumulacién del péptido AB, de solubilidad limitada, formara autoagregados, que constituyen las

fibrillas de las placas seniles. Adaptado de: (Nicolas y Hassan 2014).

La serie de eventos recién mencionados constituye /a hipdtesis de la cascada amiloide, que postula

gue el evento patogénico inicial que desencadena la EA seria un aumento en los niveles de AB en el
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cerebro del paciente, y que éste da comienzo a una cascada de seializacidn téxica que finalmente

lleva a la muerte neuronal, lo cual se evidencia en un estado de demencia en las personas.

Sin embargo, la existencia de deposicion de placas amiloides en individuos sin demencia (Mochizuki
y col. 1996) y la falta de correlacion entre la intensidad de deposicion de las placas y la severidad de
la disfuncién cognitiva (Richardson y col. 2003) comprometieron las predicciones de esta hipotesis.
Con las contribuciones de éstos y otros estudios que sucedieron a la propuesta inicial de la cascada
amiloide, una nueva version fue elaborada por Hardy y Selkoe (Hardy y Selkoe 2002). Esta hipodtesis
revisada presenta algunas modificaciones importantes, como la inclusién del impacto neurotdxico
del péptido BA, especialmente en su forma oligomérica. Estudios recientes han demostrado que
dichas formas oligoméricas solubles (oligdmeros derivados de BA, OBAs) también son capaces de
inducir toxicidad y alterar la transduccion de sefiales en las sinapsis, de forma mas rapida y con un
grado de toxicidad semejante al de las PS (Krafft y Klein 2010). Los OBAs reducen la plasticidad
sindptica, potencian la pérdida de sinapsis, alteran el metabolismo de la glucosa, contribuyen a los

dafos oxidativos e inducen la hiperfosforilacion de Tau (Kroner 2009).

Por otra parte, existe una pérdida significativa de neuronas y contactos sindpticos en dreas cerebrales
selectivamente vulnerables (Gomez-Isla y col. 1996) que, en muchas ocasiones, estan implicadas en
el procesamiento de la informacién y la adquisicion de la memoria, como por ejemplo las neuronas
de la region CA1 del hipocampo (West y col. 1994). De manera concomitante, se desencadena una
deplecion de neurotransmisores (Monczor 2005) y de factores neurotroficos como el IGF-1 (Bondy y
Lee 1993), que contribuye a la disfuncién sindptica. También, como se detalla a continuacién, es
caracteristica la presencia de un proceso neuroinflamatorio con activacién glial (Heneka y col. 2015),
defectos mitocondriales y dafio oxidativo, déficit del metabolismo energético y neurodegeneracion

(Hardy y Selkoe 2002; Pratico 2008; Stix 2010).

1.2.4.1 Seializacion colinérgica

En la EA, evidencias demuestran una correlacién positiva entre la intensidad de los sintomas clinicos
de demencia y la reduccidn de los marcadores corticales de actividad colinérgica (Bartus 2000; Gsell,
Jungkunz, y Riederer 2004), por lo cual se ha propuesto a la alteracion de la via colinérgica como una
hipdtesis del inicio de la enfermedad. En condiciones normales, el neurotransmisor acetilcolina (ACh)
es sintetizado a partir de la colina y la coenzima A (CoA) por la acciéon de la enzima colina

acetiltransferasa (ChAT) principalmente en las neuronas colinérgicas de los nucleos de la base de
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Meynert que se proyectan hacia la corteza e hipocampo. Después de su formacién, la ACh es liberada
en la grieta sindptica donde podrd ser acoplada a dos tipos de receptores, los muscarinicos y
nicotinicos. Finalmente, la ACh es degradada en la hendidura sindptica por la enzima
acetilcolinesterasa (AChE) en colina y acetato (Schliebs y Arendt 2011). Evidencias experimentales y
clinicas, muestran que la ACh es uno de los neurotransmisores mas importantes involucrados en la
regulacion de las funciones cognitivas (Schliebs y Arendt 2006; Agrawal y col. 2010; Ishrat y col.
2009). Dado que en la EA los niveles de Ach y ChAt se encuentran disminuidos, se han empleado
inhibidores de la AChE para reducir la hidrdlisis de la ACh y de esta manera ralentizar el avance de los
sintomas cognitivos de la EA (Francis y col. 1999). Sin embargo, debido a que los tratamientos
colinérgicos para la EA solo han logrado efectos modestos sin detener la progresion de la

enfermedad, la hipdtesis colinérgica ha perdido solidez (Dumas y Newhouse 2011).

1.2.4.2 Seializacion de la insulina y metabolismo energético cerebral

La via de sefalizacion de la insulina es una via metabdlica altamente dominante y conservada en el

control de la homeostasis energética y de nutrientes (Hotamisligil, Shargill y Spiegelman 1993).

La propuesta de que la sefializacion de la insulina contribuiria a la patogénesis de la EA es una
hipdtesis relativamente reciente. Evidencias crecientes soportan el concepto de que la EA representa
fundamentalmente una enfermedad metabdlica en la que la utilizacién de la glucosa por el cerebro
y la produccion de energia se encuentran afectadas (Bingham y col. 2002; Hoyer 2002; de la Monte

2012).

Las anormalidades metabdlicas cerebrales han sido asociadas a la resistencia a la insulina y al IGF-1,
las cuales inducirian la interrupcidn de las vias de sefializacidén que regulan la supervivencia neuronal,
la produccién de energia, la expresion génica y la plasticidad sindptica (Frélich y col. 1998; Plum,

Schubert y Briining 2005; Kroner 2009).

El transporte de glucosa a las células neuronales es independiente de la insulina, por lo que la funcion
de la insulina en el cerebro no esta totalmente comprendida. Ademas, la escasa correlacidn entre la
localizaciéon de los receptores de insulina (RI) y la utilizacién de la energia por parte de las neuronas
sugieren un rol fisiolégico diferente de la insulina en el SNC. Efectivamente, diversos estudios le
otorgan a la insulina un rol neuromodulador sobre procesos de liberaciéon de neurotransmisores en
las sinapsis y en la activacion de vias de sefalizacidon asociadas con el aprendizaje y la memoria

(Briining y col. 2000; Plum, Schubert y Briining 2005; Benedict y col. 2011).
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Consecuentemente, se ha sugerido que la cascada de sefializacién desencadenada por la insulina / Rl
estaria asociada a la homeostasis del metabolismo energético y a la aparicion y progresién de
desdrdenes neurodegenerativos (Plum, Schubert y Briining 2005; Halmos y Suba 2011; Benedict y
col. 2004). Por tanto, la inhibicién de esta via de sefalizacién en la EA contribuye a la
neurodegeneracidon por aumentar: i) la actividad de quinasas que fosforilan anormalmente a Tau; ii)
la expresion de la PPA y la acumulacién del péptido BA; iii) la disfuncién mitocondrial; iv) el estrés
oxidativo (por el aumento de la produccidon de EROs llevando a dafios en las proteinas, ARN, ADN y
lipidos); v) la activaciéon de factores pro-inflamatorios y pro-apoptoticos; y, finalmente, vi) la
desregulacion del sistema colinérgico, alterando la plasticidad neuronal, memoria y cognicidon
(Frolich y col. 1998; Benedict y col. 2011; Cholerton, Baker y Craft 2011; Halmos y Suba 2011; de la
Monte 2012).

1.2.4.3 Daio oxidativo y Neuroinflamacion

Otra hipotesis que intenta explicar la patogénesis de la EA es la de los radicales libres. Durante los
procesos neurodegenerativos se produce una descompensacién entre la produccién de los radicales
libres y la defensa antioxidante celular, que conduce a fallos en diferentes funciones bioldgicas,

oxidacion de lipidos, proteinas y ADN y, finalmente, a la muerte celular.

Al mismo tiempo, se han reportado evidencias que demuestran que la neuroinflamacion contribuye
en la progresion de la EA y, dado que las células gliales se encuentran activadas en las regiones que
circundan a las PS, se cree que el péptido BA debe inducir un proceso inflamatorio (Akiyama y col.
2000; Castro y col. 2002; Glass y col. 2010). La activacion glial ocasiona dafio a las neuronas a través
de la produccidon de mediadores inflamatorios, tales como éxido nitrico, TNF-a, IL-1B, IL-6 y factor
nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-kB) (Moore y
O’Banion 2002; Khandelwal, Herman y Moussa 2011). GFAP e Iba-1 son marcadores de activaciéon
astrocitaria y microglial (Figura 2), respectivamente, y sus producciones excesivas estan altamente
asociadas con la generacion de un cuadro neuroinflamatorio y neurodegenerativo, como se

mencionod en la seccion 1.1.5.

Por ultimo, cabe mencionar que se ha identificado una conexidon entre la neuroinflamacion vy la
desregulaciéon metabdlica. En particular, en la modulacion de la via de sefializacién de la insulina, que
es considerada la mads relevante por las funciones previamente mencionadas (seccion 1.2.4.2). Asi,

ademas de las citoquinas, otros factores, como por ejemplo el exceso de lipidos circulantes, activan
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sefiales inflamatorias que directamente inhiben la sefializacion del RIl. En paralelo, las vias pro-
inflamatorias también son inducidas por estrés de organelas debido a la sobrecarga de nutrientes,
resultando en un procesamiento anormal que culmina con el estrés metabdlico celular (Hotamisligil

2006).

1.3 Modelos animales

1.3.1 Rata senil

En nuestro laboratorio, contamos con la rata hembra senil de la cepa Sprague Dawley (SD) como
modelo de envejecimiento. Estos animales viven tipicamente hasta los 34-36 meses de edad y su vida
reproductiva cesa a los 9-10 meses (Rodriguez y col. 2013). El principal problema de salud que tienen
dichas ratas al envejecer es el desarrollo de prolactinomas hipofisarios, lo cual conlleva a niveles
séricos elevados de prolactina y, en consecuencia, a la aparicidn de tumores mamarios (Hereiit y col.

2007).

Las ratas hembras SD han sido ampliamente utilizadas en estudios sobre envejecimiento cerebral,
observandose que el deterioro de la memoria espacial comienza a los 14 meses, con mayor deterioro
a los 20-26 meses (Barrett y col. 2009). Ademas, se observé en ratas viejas una disminucién en la
densidad sindptica en la regién del SR (Li y col. 2009), estructura hipocampal sumamente relevante

en los procesos cognitivos.

De manera interesante, sabemos que la reactividad inmune y los procesos inflamatorios aumentan
con el envejecimiento cerebral (Lucin y Wyss-Coray 2009), siendo la microglia protagonista en esta
desregulacién inmunitaria, como efector inmune de inflamacién y de reconocimiento de antigenos
en el cerebro (Streit y col. 2004; Luo, Ding y Chen 2010; Norden y Godbout 2013). Recientemente,
nuestro grupo ha demostrado que en las ratas hembras envejecidas existe un aumento significativo
de la microglia reactiva y, ademas, se han identificado una serie de genes inmunes hipocampales que

estan alterados en los animales envejecidos (Pardo y col. 2017).

1.3.2 Modelo animal de la enfermedad de Alzheimer esporadica: STZ-icv

Los modelos animales que mimetizan la patologia de la EA son herramientas sumamente importantes

en la busqueda de nuevas alternativas para el tratamiento de esta enfermedad.

Como se menciond anteriormente, una disminucién del metabolismo energético en el SNC ha sido
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descripta en la EA, proponiéndola como una de las caracteristicas mas precoces (Hoyer 1998).
Diversos estudios han encontrado anormalidades en el metabolismo cerebral de la glucosa y en la
sefializacion mediada por el Rl neuronal en la EAE, las cuales preceden al deterioro de las funciones
cognitivas (Frélich y col. 1998; Hoyer 2002, 2004). Por consiguiente, se hipotetizé que la EAE
funcionaria como una DM insulino-independiente (tipo Il) cerebral (Hoyer 1998; Salkovic-Petrisic y

col. 2006).

En base a estos conocimientos, fue desarrollado un modelo experimental en roedores usando
estreptozotocina (STZ) para inducir disfuncion del sistema insulinico cerebral. La STZ (una
glucosamina derivada de nitrosurea) (Figura 7), es una droga de estructura similar a la glucosa, lo
cual facilita su acceso a las células a través del transportador de glucosa de tipo 2 (GLUT2) (Santos y
col. 2012). Cuando es administrada por via iv o intraperitoneal (ip) en animales de experimentacion,
la STZ presenta toxicidad selectiva para las células B pancreaticas debido a la elevada expresion de
GLUT2 e induce DM insulino-dependiente (tipo |) o DM tipo Il en funcidn de las dosis (Szkudelski
2001). La inyeccion intracerebroventricular (icv) de STZ a bajas dosis (subdiabetogénicas), en cambio,
no altera los niveles plasmaticos de glucosa y no induce DM, pero altera el metabolismo cerebral de
la glucosa (Hellweg y col. 1992; Salkovic-Petrisic y col. 2006). Considerando la importancia de la
insulina en el cerebro, y que la deficiencia en la sefializacién de esta hormona estd relacionada tanto
con la DM como con la EA, la inyeccion icv de STZ es considerada por muchos autores como un
modelo de la EAE (modelo STZ-icv) (Biessels y col. 2005; Henneberg y Hoyer 1995; Hoyer 2004;
Salkovic-Petrisic y col. 2006).
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Figura 7: Estructura quimica de la estreptozotocina (STZ)

A nivel periférico, la STZ induce muerte celular por alquilacién de ADN vy activacion de la poli-ADP-
ribosilacidn. Precisamente, la STZ es un donante de éxido nitrico, compuesto que participa en el

efecto citotdxico de la STZ y contribuye, junto con la generacion de EROs, a la fragmentacion del ADN
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y al desarrollo de otras acciones deletéreas en las células (Lenzen 2008; Szkudelski 2001). Ademas,
la accion de la STZ en la mitocondria resulta en la formacion de superdxido, inhibicion del ciclo del
acido tricarboxilico y disminucién sustancial del consumo de oxigeno por la mitocondria, limitando
fuertemente la producciéon de ATP mitocondrial (Szkudelski 2001). Sin embargo, el mecanismo de

accion de la droga en el SNC aun no ha sido elucidado.

Ciertamente, los hallazgos moleculares y conductuales que proceden a la perturbacién del
metabolismo de la glucosa y la sefializacién de la insulina luego de la administracién icv de STZ en
animales, parecen mimetizar, al menos en algunos aspectos, a la EA. El modelo en rata se caracteriza
por un progresivo déficit de la memoria acoplado a diversos efectos citotdxicos, tales como
trastornos en la utilizacion de la glucosa y, consecuentemente, del metabolismo energético,
alteraciones en el sistema colinérgico, estrés oxidativo y neurodegeneracion (Lester-Coll y col. 2006;
Hoyer y Lannert 2008; Plaschke y col. 2010; Salkovic-Petrisic y col. 2011; Deshmukh y col. 2016;
Ishrat y col. 2009; Agrawal y col. 2010; Kumar, Jaggi y Singh 2010). Estas alteraciones ocurren

algunas semanas después de la inyeccidn y perduran por periodos indeterminados.

Especificamente, se ha observado que la inyeccidén icv de STZ induce, ademas de la muerte celular
(Lester-Coll y col. 2006; Javed y col. 2011), un aumento de la fosforilacién de la proteina Tau en
diversas regiones en el cerebro de rata (Griinblatt y col. 2007; Plaschke y col. 2010; Santos y col.
2012), aumenta la expresion del péptido BA (Chu y Qian 2005; Lester-Coll y col. 2006; de la Monte
y col. 2006; Salkovic-Petrisic y Hoyer 2007; Santos y col. 2012) e incluso se ha descripto la formacién
de PS (Knezovic y col. 2015; Paidi y col. 2015; Smriti Gupta y col. 2018). Las células gliales también
son activadas por la STZ, indicando la presencia de neuroinflamacién en este modelo (Prickaerts,
Fahrig y Blokland 1999; Weinstock y Shoham 2004; Rodrigues y col. 2010). Conjuntamente, se ha
descripto un aumento de la expresién de GFAP hipocampal, lo que sugiriere que la funcion de esta

region estd afectada por la STZ (Santos y col. 2012; Shoham y col. 2007).

Datos recientes han sido consistentes en mostrar, luego de la administracién icv de STZ, déficits
cognitivos, de aprendizaje y memoria, a corto y largo plazo, en el MWM (Hoyer y Lannert 2008;
Santos y col. 2012; Shoham y col. 2007). Asi mismo, algunos estudios demuestran que dosis
inferiores de STZ resultan en un déficit cognitivo menor (Griinblatt y col. 2006; Prickaerts y col.
2000). La inyeccion icv de STZ también altera otros patrones de comportamiento, como la ansiedad
(evaluada mediante el laberinto en cruz elevado) y la memoria de reconocimiento (evaluada en el

test de reconocimiento del objeto nuevo, NOR) (Ishrat y col. 2009; Veerendra Kumar y Gupta 2003).
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Respecto de lainsulina y el metabolismo de la glucosa Duelli (Duelli y col. 1994) mostré que, después
de la inyeccidn icv de STZ, hay una alteracién severa en la utilizacidon de glucosa y disminucidn del
metabolismo energético en 17 regiones cerebrales. Ademas, se demostré que la inyeccidn icv de STZ
reduce drasticamente la actividad de enzimas de la via glucolitica y posiblemente desensibiliza los
receptores cerebrales de insulina (Plaschke y col. 2010). Diversos autores demostraron que la STZ
también disminuye la expresion y la densidad de los Rl y la sintesis cerebral de insulina (Griinblatt y

col. 2007; Agrawal y col. 2011).

La reduccidon del metabolismo energético neuronal causado por la STZ, junto con la disfuncién
colinérgica (disminucidon en la actividad de ChAT y aumento de la actividad de AChE) pueden
constituir la base bioldgica para la reduccién en la habilidad de aprendizaje y memoria (Blokland y
Jolles 1993; Hellweg y col. 1992; Weinstock y Shoham 2004; Lester-Coll y col. 2006; Sharma, Singh
y Singh 2008; Ishrat y col. 2009; Henneberg y Hoyer 1995). En la Figura 8 se esquematiza el

mecanismo probable por el cual la STZ induce citotoxicidad y déficit cognitivo.

Deficiencia

Microgliosis : o
insulinica

Consumo

y Astrogliosis de glucosa

Mediadores Sefializacion del Disfuncion
inflamatorios receptor de insulina mitocondrial

Neuroinflamacion Estrés oxidativo
BA y pTAU

Neurodegeneracion

Déficit cognitivo

Figura 8: Mecanismo de accion propuesto para la toxicidad inducida por la STZ-icv.
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Inicialmente se pensd que la administracion central de STZ tendria sus efectos restringidos a
neuronas y glia que expresan GLUT2, dado que este trasportador es necesario por via periférica
(Kamat 2015). Sin embargo, la utilizacion de inhibidores de GLUT2 asociados a la administracion icv
de STZ no fue capaz de suprimir el déficit de memoria causado por la droga en ratas (Griinblatt y col.
2007). Esto sugiere que la STZ tiene acciones independientes del GLUT2, pudiendo alcanzar el medio

intracelular a través de otros transportadores e induciendo efectos toxicos generalizados.

1.3.3 Modelos experimentales generados por oligdmeros de BA

Desde la década del 90, dado las crecientes evidencias de que los oligdmeros solubles del péptido BA
son neurotoéxicos incluso en ausencia de los depdsitos amiloides, se iniciaron numerosos trabajos
para su estudio (Mucke y Selkoe 2012). En efecto, se han identificado concentraciones
significativamente mas altas de oligédmeros BA en extractos de cerebros con EA, comparados con
individuos controles sin demencia, y se ha observado que las caracteristicas fisicoquimicas de estos
oligdmeros enddgenos son muy similares a los sintetizados en laboratorio (Gong y col. 2003; De

Felice y col. 2008).

Ademas, evidencia considerable indica que los OBAs estan implicados en la disfuncién sindptica
temprana y en el deterioro de la memoria en la EA. En modelos experimentales in vitro, luego de
periodos prolongados de incubacidon de neuronas con los oligdmeros, se observa una dramatica
reduccion del nimero de espinas dendriticas neuronales (Hsieh y col. 2006; Lacor y col. 2007; De
Felice y col. 2009). Como las espinas son protrusiones especializadas de las dendritas en las cuales
ocurren las sinapsis excitatorias, el impacto de los oligdmeros en las sinapsis sugiere la base para la
pérdida de la conectividad neuronal y consecuentemente para el déficit cognitivo observado en los
pacientes con la EA. Estos efectos deletéreos sobre las sinapsis son probablemente resultado de la
capacidad de los oligdmeros para ligarse con gran especificidad a sitios sinapticos excitatorios (Lacor

y col. 2007), evento de particular relevancia para el mecanismo de la pérdida de memoria.

Se han investigado los mecanismos utilizados por los oligdémeros para daiar la plasticidad sindptica.
Brevemente, se ha observado que la exposicidn de las neuronas a los OBAs induce la internalizacién
de los Rl dendriticos (Figura 9), reduciendo de forma significativa su expresién en la membrana
plasmatica, y la inhibicidon del sustrato del receptor de insulina 1 (IRS-1), induciendo resistencia a

insulina neuronal (De Felice y col. 2009; Zhao y col. 2008; Kroner 2009).
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Normal Alzheimer

Acciones de
la insulina

Figura 9: Los oligédmeros de BA remueven los Rl de la superficie de la membrana neuronal. Superposicién de
imagenes de inmunofluorescencia de una neurona control (izquierda) y una neurona expuesta a los
oligdmeros BA (derecha). Imagen izquierda: neurona sana en ausencia de BA (sin marcacién oligdmeros pA
positiva observado en rojo), presenta una abundante marcacion dendritica de Rl (puntos verdes). En el circulo
a la izquierda se representa un esquema de un segmento dendritico; se producen niveles fisiolégicos de BA,
pero no su acumulacidn. La presencia de Rl en la membrana permite la sefializacién por insulina. Imagen
derecha: los oligdmeros BA se une a las neuronas (puntos rojos) causando la remocion de los Rl de la superficie
de la membrana (puntos verdes). En el circulo a la derecha se representa un esquema de un segmento
dendritico; los oligdmeros BA se acumulan debido al alto nivel de BA generado por el clivaje de la PPA.

Adaptado de: (De Felice 2013).

Es importante resaltar que la pérdida patoldgica de las espinas y sus moléculas asociadas, asi como
la acumulacién de niveles sustanciales de oligédmeros de BA, estdn bien descriptas en pacientes con
EA (Scheff y Price 2003; Gong y col. 2003; Lacor y col. 2004) y en modelos de animales transgénicos
para EA (Calon y col. 2004; Moolman y col. 2004; Spires y col. 2005; Jacobsen y col. 2006).

Los eventos adicionales causados por los oligdmeros, que también interfieren con procesos
sindpticos importantes, incluyen la fosforilacion aberrante de Tau en residuos que
caracteristicamente estan hiperfosforilados en cerebros de pacientes con EA (Zhao y col. 2008) vy,

ademas, el estrés oxidativo.

El conjunto de estos hallazgos sugiere que las sinapsis son el principal blanco de los oligémeros, y que

la interaccidn oligémeros-sinapsis provoca cambios morfoldgicos y en la composicion de receptores
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gue finalmente resultan en la disfuncion sinaptica, la cual es probablemente responsable del déficit

cognitivo inicial que ocurre en individuos con EA (Klein 2006; Ferreira y Klein 2011).

En sintesis, estos datos refuerzan y validan la relevancia clinica del uso de los oligdmeros del péptido

BA como modelo experimental para la EA.

1.4 Estrategias terapéuticas

1.4.1 Células madre: conceptos generales

Considerando la amplia gama de enfermedades para las que la medicina actual todavia no ofrece un
tratamiento definitivo, las células madre surgen como un campo promisorio dentro de la medicina
regenerativa (Ringe y col. 2002; Martinez-Morales y col. 2013). En este sentido, diversas estrategias
estan siendo utilizadas con el fin de reparar tejidos y érganos dafiados. Una de ellas se basa en el
trasplante de células madre liberadas localmente (por ejemplo, por trasplante intracerebral) o
sistémicamente (por via intravenosa) y puede implicar el uso de células del propio paciente

(trasplante autdélogo) o de un individuo diferente (trasplante alogénico).

Las células madre son células indiferenciadas capaces de autorrenovarse y que dan origen a mas de
un tipo celular, siendo clasificadas como totipotentes, pluripotentes o multipotentes de acuerdo con
su potencial de diferenciacién (Figura 10). 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 mérula). Las células pluripotentes (capaces de originar células
de los tres foliculos germinativos, con excepcién de los anexos embrionarios) incluyen las células
madre embrionarias, las células germinales embrionarias, células de carcinoma embrionario, asi
como las células de pluripotencialidad inducida (iPSCs). Por otro lado, 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 dsea y las células madre neurales) son consideradas multipotentes, pues en general
sélo dan origen a las células del tejido del que se obtuvieron (The National Institutes of Health -

2018).
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Figura 10. Diferentes tipos de células madre encontradas a lo largo de la vida del individuo. De acuerdo con
la etapa del desarrollo del organismo, las células madre presentan variaciones en su potencial de
diferenciacidén, que en general decrece con la edad: asi, el cigoto y las células de la mdrula son células madre
totipotentes; las células madre embrionarias, las células germinales embrionarias y de carcinoma embrionario
son células madre pluripotentes; las células madre fetales, de cordén umbilical y adultas son células madre
multipotentes. Las células iPSCs se obtienen a partir de la reprogramacion genética de células somaticas,
presentando caracteristicas de células madre embrionarias, por la superexpresion de genes de

pluripotencialidad. Adaptado de: (The National Institutes of Health, 2018).

Se sabe que el nicho o microambiente en el que las células madre se encuentran contribuye a la
proliferacién, la migracién y la diferenciacién de las mismas, debido a la presencia de factores
solubles (como factores de crecimiento y quimiocinas) e interacciones célula-célula (Walker, Patel y

Stappenbeck 2009; Florian y Geiger 2010; Barkho y Zhao 2011; Kshitiz y col. 2012; Ang y col. 2014).
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1.4.1.1 Aplicaciones terapéuticas de las células madre

La derivacion de células madre a partir de blastocistos humanos (Thomson y col. 1998) y la obtencion
de las células iPSCs (Takahashi y Yamanaka 2006) inauguraron una nueva era en la investigacion con
células madre. El enorme potencial de diferenciacién de las células madre pluripotentes trae
posibilidades revolucionarias en el contexto de la medicina regenerativa. Entre ellas, dirigir la
diferenciacion de esas células en tipos celulares especificos y la creacion de drganos artificiales para
tratar una variedad de enfermedades, ademas de aplicaciones como el estudio de eventos iniciales
del desarrollo humano y pruebas de toxicidad de drogas (Kameoka y col. 2014; Zuba-Surma y col.
2012). Sin embargo, algunos aspectos técnicos y de seguridad deben tenerse en cuenta en lo que se
refiere al uso de estas células en la practica clinica (Donovan y Gearhart 2001; Zarzeczny y Caulfield
2009; Rezanejad y Matin 2012). En un gran numero de paises, existen restricciones legales sobre la
obtencién de células madre embrionarias o fetales a partir de embriones descartados en
procedimientos de fertilizacidn in vitro o de fetos humanos abortados, incluso cuando se utilizan para

fines de investigacion (Kirkpatrick y col. 2013; Dhar y Hsi-En Ho 2009).

Por otra parte, la habilidad del cuerpo de reparar y reemplazar células y tejidos de algunos dérganos,
pero no de otros, es un tema que ha despertado la curiosidad de investigadores desde hace varios
anos. A este respecto, el descubrimiento de la existencia de células madre en el organismo adulto
abrid nuevas perspectivas para la salud comprension de los mecanismos de reparacion del tejido y el
desarrollo de estrategias terapéuticas mas eficaces (Yuan y Shaner 2013; Donega y col. 2013; Taylor,

Jhaveri, y Bartlett 2013).

Las células madre adultas se definen fundamentalmente como células capaces de autorrenovarse y

de dar origen a todas las células maduras del tejido al cual pertenecen.

Estas células proliferan lentamente, dado que se encuentran en nichos especificos (Chopra, Hans, y
Shetty 2013; Castro-Muiiozledo 2013; Sequerra y col. 2013) donde su funcién primaria es el
mantenimiento de la homeostasis tisular (Valtieri y Sorrentino 2008). Ademds, las células madre
adultas pueden generar precursores que poseen la capacidad de reparacion, que se dividen tras
lesiones o enfermedades y dan origen a células diferenciadas (Bellenchi y col. 2013; Christie y
Turnley 2012), incluso presentando cierta plasticidad, es decir, pudiendo dar origen a células de otros
tejidos (Catacchio y col. 2013). Debido a las cantidades limitadas de las células madre en el organismo

adulto y la dificultad de obtencidn de las mismas, muchas veces se hace necesario purificar y expandir
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esas poblaciones in vitro para posibilitar su uso en terapias (Pastrana, Silva-Vargas y Doetsch 2011;

Taray col. 2014; Haque y col. 2013).

Por otro lado, el uso terapéutico de células madre adultas ofrece varias ventajas, como la reduccién
del riesgo de formacion de tumores (Uccelli, Moretta y Pistoia 2008) y la posibilidad de realizacién
de trasplantes autdlogos, evitando posibles cuestiones éticas o legales, asi como la posibilidad de
rechazo por el paciente después del trasplante. Las células derivadas de la médula dsea del adulto,
por ejemplo, estan siendo utilizadas con resultados prometedores en diversos modelos
experimentales de patologias y lesiones en el sistema nervioso (Ribeiro-Resende y col. 2009;

Pimentel-Coelho 2012).

1.4.1.2 Células madre mesenquimales

En la médula dsea, existen dos poblaciones de células madre o estromales: las células madre
hematopoyéticas (HSCs), que dan origen a todo el linaje hematopoyético, y las células madre
mesenquimales (MSCs) o también llamadas células estromales mesenquimales, que forman las
células del tejido conectivo de la médula ésea («Bone Marrow (Hematopoietic) Stem Cells |
stemcells.nih.gov»). En ese nicho bioldgico, las MSCs proporcionan ademas soporte para el
mantenimiento y la autorrenovacion de las HSCs, protegiéndolas de estimulos apoptdticos (Kolf, Cho

y Tuan 2007; Uccelli, Moretta y Pistoia 2008).

Las MSCs han sido descriptas como una fuente circulante de células madre adultas de origen
mesodérmico (Minguell, Erices y Conget 2001). Estas células presentan propiedades
inmunosupresoras y anti-inflamatorias junto con una especial capacidad de migrar hacia sitios de
injuria o remodelacion. En respuesta al daiio tisular, las MSCs son capaces de cubrir las demandas de
regeneracion celular del 6rgano o tejido. Por estas propiedades, entre otras, es que este tipo de
células son cada vez mas empleadas en investigaciones tanto basicas como aplicadas. En los ultimos
anos se ha avanzado significativamente en el uso de las MSCs como estrategia terapéutica en una
gran diversidad de patologias, entre éstas las enfermedades neurodegenerativas (Tfilin y col. 2010;

Zhang y col. 2006; Crigler y col. 2006; Munoz y col. 2005; Yoo y col. 2008; Karussis y col. 2008).

Las MSCs puede ser aisladas a partir del aspirado de la médula ésea, representando sélo un 0,01 a
0,001% del total de células nucleadas (Horwitz y col. 2005; Salem y Thiemermann 2010). Estas
células fueron descriptas en 1968 por Friedenstein y colaboradores, que las definieron como

"fibroblastos formadores de colonia" por su morfologia fibroblastoide caracteristica (Friedenstein,
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Chailakhjan y Lalykina 1970). Posteriormente, se lograron obtener cultivos con propiedades
similares a partir de diferentes tejidos u érganos fetales y adultos. Se ha reportado el aislamiento de
MSCs a partir de higado (Campagnoli y col. 2001), pulmén (Fan y col. 2005), rifidn (Sandeep Gupta
y col. 2006), musculo esquelético (Williams y col. 1999), cordén umbilical (Erices, Conget y Minguell
2000), tejido adiposo (Zuk y col. 2001), entre otros (Ullah, Subbarao y Rho 2015). No obstante, por
la facilidad de su obtencion y accesibilidad a un nimero adecuado de células, algunos de estos tejidos
son preferidos como fuentes de MSCs en vistas a su aplicacién en investigacién clinica (da Silva
Meirelles, Chagastelles y Nardi 2006). Por ejemplo, aunque estas células pueden ser aisladas a partir
de sangre periférica, las mismas sélo pueden obtenerse en muy pequefias cantidades, por lo que las

fuentes de eleccidn mas frecuentes son la médula ésea y el tejido adiposo.

Por otro lado, pueden obtenerse cultivos de MSCs a partir de diversos tejidos extraembrionarios
incluyendo la placenta (In 't Anker y col. 2004), el amnios (Marcus y col. 2008) y el cordén umbilical.
En relacién con el corddn umbilical, se ha establecido este tipo de cultivos a partir de la totalidad del
tejido (Majore y col. 2011), del tejido conectivo mesenquimdtico o gelatina de Wharton
(Karahuseyinoglu y col. 2007), de la sangre contenida en el cordédn umbilical (Broxmeyer y col. 2006)
o de areas perivasculares (células perivasculares de cordén umbilical humano, hUCPVCs) (Sarugaser
y col. 2005). La ventaja adicional 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
qgue las MSCs obtenidas a partir de tejidos neonatales podrian tener una mayor capacidad
proliferativa, vida util y un mayor potencial de diferenciacién en comparacion con las obtenidas a

partir de tejidos adultos (Hass y col. 2011).

1.4.1.2.1 Caracterizacion

De acuerdo con la Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT, International Society for Cellular
Therapy), los requisitos minimos para definir a las MSCs humanas son (Dominici y col. 2006; Salem y

Thiemermann 2010):
e morfologia fibroblastoide;
e capacidad de adherirse al plastico en cultivo;

e capacidad de diferenciarse hacia adipocitos, osteocitos o condrocitos (multipotencialidad)

bajo estimulos especificos;
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e expresidon de marcadores de superficie de origen mesenquimal: CD73, CD90 y CD105;

e ausencia de expresion de marcadores de linaje hematopoyético: CD34, CD45, CD14 o CD11b,

CD79a o0 CD19 y el antigeno leucocitario humano (HLA) clase II.

Por otra parte, también se ha reportado que las MSCs podrian diferenciarse a cardiomiocitos, células
endoteliales, neuronas, hepatocitos y células epiteliales (Krampera y col. 2007; Pittenger y col. 1999;
Sato y col. 2005; Silva y col. 2005), aunque en varios de estos casos dicha diferenciacion pareceria

ser parcial.

1.4.1.2.2 Mecanismos mediados por las MSCs

Las MSCs desempeiian un papel importante como mediadores tréficos, liberando de manera
paracrina sustancias que favorecen la proteccién y regeneracion del tejido (Caplan y Dennis 2006;
Caplan 2009), como moléculas anti-apoptadticas, antiinflamatorias y factores troficos tales como el
factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) y el IGF-1, etc (Kurozumi y col. 2005; Krampera y
col. 2007; Meirelles y col. 2009). El trasplante de estas células en cerebro, por ejemplo, también
puede estimular el reclutamiento de precursores locales y su posterior diferenciacién en células

neurales (Munoz y col. 2005; Uccelli, Moretta y Pistoia 2008).

Otros mecanismos implicados en la sefializacién paracrina promovida por estas células incluyen la
transferencia de vesiculas extracelulares (microvesiculas o exosomas) o incluso de mitocondrias
sanas, para células dafiadas o con funciéon mitocondrial comprometida (Gatti y col. 2011; Lai, Cheny
Lim 2011; Islam y col. 2012). Ciertamente, se ha demostrado que las MSCs son capaces de transferir
micro-RNAs funcionales a las células neurales via exosomas, después de ser trasplantadas en el
cerebro de ratas isquémicas, promoviendo el aumento de la neurogénesis y la angiogénesis (Xin y

col. 2012).

Otra caracteristica importante de las MSCs es que expresan bajos niveles de moléculas de HLA de
clase | y no expresan moléculas de HLA de clase Il (Prockop y Oh 2012). Esta particularidad, que
permite su consideracién como células inmunoprivilegiadas, facilita que puedan evadir la respuesta
inmunitaria alogénica convirtiéndolas en excelentes candidatos tanto para los trasplantes autélogos

como alogénicos (Le Blanc y Ringdén 2007; Le Blanc y col. 2007).
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Ademas, las MSCs poseen la capacidad de modular la respuesta inmune, pues ejercen un efecto
inmunosupresor, inhibiendo la proliferacion de los linfocitos T y B (Zhi-Gang y col. 2008; Glennie y

col. 2005).

Por ultimo, estas células poseen la capacidad para migrar a dreas dafiadas del tejido nervioso
(Barbosa da Fonseca y col. 2009; Assis y col. 2010; Kang y col. 2012) por lo que resultan de interés

terapéutico.

En conjunto, los resultados obtenidos en los modelos animales y en los estudios clinicos evidencian
el papel prometedor de las MSCs como alternativa terapéutica para diversas enfermedades
neurodegenerativas (Moraes y col. 2012; Park y col. 2011), entre ellas la EA, como se describe a

continuacion.

1.4.1.2.3 Terapia celular en el envejecimiento y en la enfermedad de Alzheimer

La terapia celular surge como una nueva alternativa terapéutica tanto para el envejecimiento no
patoldgico como para diversas enfermedades neurodegenerativas, como la EA. En este sentido, las
estrategias terapéuticas con diferentes tipos de células madre buscan impedir o retardar la
neurodegeneracidén progresiva a través de diversos mecanismos, como: 1) la reposicién celular,
sustituyendo directamente el tipo neural perdido; 2) el soporte tréfico, promoviendo la supervivencia
de las células afectadas y el reclutamiento de progenitores enddgenos, y 3) la modulacién de la

inflamacion (Lindvall y Kokaia 2010; Lunn y col. 2011).

Asi, el trasplante de células madre neurales o de células pre-diferenciadas puede representar una
buena estrategia de tratamiento. No obstante, uno de los mayores desafios es garantizar que, al ser
trasplantados, esas células sean capaces de sobrevivir y de integrarse al tejido del cerebro huésped.
Se ha demostrado que las células madre neurales humanas, al ser trasplantadas en la corteza de
roedores, son capaces de diferenciarse en neuronas colinérgicas y de integrarse a los circuitos
preexistente (Liste y col. 2007). Los modelos animales muestran que parte de los efectos beneficiosos
del trasplante de células madre sobre la funcion cognitiva se debe a la mayor produccidn de factores
neurotréficos (Blurton-Jones y col. 2009; Tfilin y col. 2010) que mejoran la supervivencia y la
diferenciacion de las células progenitoras neurales, y cuyos niveles se encuentran disminuidos

durante el envejecimiento y en la EA (Connor y col. 1997; Li y col. 2009).
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1.4.2 Terapia génica
1.4.2.1 Generalidades

La terapia génica se define como la transferencia de material genético con fines terapéuticos y tiene
numerosas aplicaciones en las ciencias basicas y en la clinica. Tipicamente, se refiere al uso de acidos
nucleicos para incrementar, disminuir o suprimir la expresién de una proteina de interés (De Laporte,
Cruz Rea y Shea 2006). Se puede transferir una diversidad de acidos nucleicos, tales como genes,
oligonucleétidos, ribozimas, aptameros y ARN pequefios de interferencia (Patil, Rhodes y Burgess

2005; Basarkar y Singh 2007).

La terapia génica puede realizarse por medio de estrategias “ex vivo” o “in vivo”. En las estrategias
“ex vivo”, se le extraen al paciente las células blanco o las células madre e in vitro se les transfiere el
material génico (terapéutico); luego estas células son reintegradas al organismo. Estos métodos
mejoran la eficiencia de la transferencia génica y minimizan la respuesta inmunolégica. Sin embargo,
estan limitados a las células que estan disponibles para su extraccion o al cultivo a partir de células
madre (Raty y col. 2008). En las estrategias “in vivo” el material génico se administra directamente

al paciente utilizando distintos métodos de transferencia de acidos nucleicos (Crystal 2014).

En general, la captacion celular de moléculas de ADN desnudo y polinucleétidos,
independientemente de sus tamarios, sigue siendo un proceso ineficiente. Ademas, estas moléculas
son inestables in vivo, por ser rapidamente degradadas por exo- y endonucleasas hidroliticas (Patil,
Rhodes y Burgess 2005). Consecuentemente, se han desarrollado numerosas estrategias de
transferencia de polinucledtidos para facilitar la insercidon de dichas moléculas en las células blanco
y protegerlas asi de la degradacion celular. El tipo de molécula terapéutica y el propdsito clinico que
se persigue determinan la eleccién de la estrategia a utilizar. Efectivamente, el mayor desafio de la
terapia génica es el desarrollo de métodos que transfieran un gen terapéutico (transgén) a las células
seleccionadas y que logren una apropiada expresion del gen, sin generar efectos perjudiciales (Gao,

Kim, y Liu 2007).

Los métodos de transferencia de acidos nucleicos pueden ser clasificados en fisicos y en vectoriales.
Generalmente, los métodos fisicos inducen lesiones transitorias o defectos en la membrana celular
para facilitar el ingreso, por difusién, del ADN a las células blanco (Gao, Kim y Liu 2007). Los sistemas
de transferencia génica vectoriales, como su nombre lo indica, utilizan vectores para administrar los

acidos nucleicos. Precisamente, los vectores son sistemas que ayudan en el proceso de transferencia
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de un gen exdgeno a la célula, facilitando la entrada y la biodisponibilidad intracelular del mismo, de
modo tal que el gen exdgeno pueda funcionar correctamente. Los vectores pueden ser clasificados

en: vectores no-virales y vectores virales.

La mayoria de los vectores no-virales incluyen el uso de polimeros y lipidos para transferir el material
génico al interior celular, protegiendo al ADN de la degradacién enzimatica (Basarkar y Singh 2007).
Estos vectores deben superar multiples barreras a nivel sistémico, tisular y celular, que reducen la
eficiencia de la transferencia génica hacia el nucleo. Ademas, en cada paso se pierde una cantidad
significativa de ADN que finalmente resulta en la disminucién de la expresion terapéutica del
transgén (Basarkar y Singh 2007; Bergen y col. 2008). Los virus, en cambio, estan altamente
especializados en la transferencia de acidos nucleicos por lo que la realizan con alta eficiencia. Esta
es la principal ventaja de la utilizacién de virus como vectores de transferencia génica. Sin embargo,
también poseen desventajas tales como la respuesta inmune que desencadenan, la limitacion en el
tamario del transgén que pueden transportar, lo dificultoso de su produccién a escala industrial y la
potencial mutagénesis insercional que pueden producir (Patil, Rhodes y Burgess 2005; Gao, Kim y

Liu 2007; Basarkar y Singh 2007).

1.4.2.2 Vectores Adenovirales

Los adenovirus (Ad) pertenecen a la familia Adenoviridae, siendo los que infectan a mamiferos del
género Mastadenovirus. Entre los mas de cincuenta serotipos descriptos (Davison, Benko y Harrach
2003), el mds cominmente utilizado como vector para la transferencia de genes es el Ad5 (Lentz,
Gray y Samulski 2012). Las particulas adenovirales poseen un tamafo de 70 a 100 nm de didmetro;
consisten en una capside icosaédrica desnuda formada por tres subunidades, el hexdn, el pentén y
la fibra (Figura 11) (Schaffer, Koerber y Lim 2008). Actualmente, mas de 51 serotipos de Ad han sido

aislados en humanos y no humanos y se los han clasificado en subgrupos (de la A alaF).

El genoma de los Ad consiste en ADN lineal de doble cadena de 30 a 38 kpb de tamafio y, en el
extremo 5 de cada cadena, se halla unida covalentemente una proteina terminal de 55 kDa.
Asimismo, el genoma de los Ad presenta en sus extremos repeticiones terminales invertidas (ITRs)
de aproximadamente 100 pb, esenciales para la replicacion del genoma viral (Krasnykh, Douglas y

van Beusechem 2000; Shayakhmetov y col. 2005).
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Figura 11. Esquema de la estructura del adenovirus tipo 5.

Los Ad son capaces de infectar una amplia variedad de tipos celulares (Crystal 2014). El Ad5 se une a
la célula blanco, inicialmente, por la interaccién del botdn terminal de la fibra viral con receptores
celulares de superficie denominados CAR (Figura 12A). Los CAR son un tipo de proteina
transmembrana de la superfamilia de las inmunoglobulinas que intervienen en la endocitosis de la
mayor parte de los Ad (Bergelson y col. 1997). En adicion a estos receptores primarios, las integrinas
de la célula hospedadora sirven como co-receptores para la entrada de los Ad (Hidaka y col. 1999).
Finalmente, el viridon se une especificamente al complejo del poro nuclear y el ADN viral ingresa al
nucleo (Figura 12A) (Campos y Barry 2007). En el nlcleo el genoma viral permanece en un estado no
integrado o episdémico y comienzan los procesos de transcripcion de los genes virales y de replicacion
del genoma viral. La transcripcién de los genes de los Ad ocurre en dos etapas consecutivas: una fase
temprana, durante la cual se expresan los genes tempranos, denominados E (early), y una fase tardia,
durante la cual se expresan los genes tardios, denominados L (late). Los genes E, que comprenden
los E1 (AyB), E2 (Ay B), E3 y E4 (Figura 13), son aquellos que se expresan antes de la replicacion del
ADN y en su mayoria codifican para proteinas involucradas en la transcripcion y la replicacién de ADN
viral, la supresion de la respuesta inmune y la inhibicién de la apoptosis de la célula huésped. Los
genes L, que comprenden los L1 a L5 (Figura 13), se expresan después de la replicacién del ADN y
codifican para las proteinas estructurales y para algunas pocas proteinas no-estructurales necesarias

para el ensamblaje de la capside.

La fase tardia en el ciclo infectivo de los Ad se inicia con el comienzo de la replicacién viral. Se han

desarrollado diversas estrategias para la generacién de vectores adenovirales recombinantes (RAds)
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(Figura 12B), las cuales se basan en efectuar modificaciones en el genoma viral en el que
subsecuentemente se clona el transgen de interés. La mayor parte de los trabajos con RAds se basd
en el uso de Ad humanos tipo 2 y 5 (Glasgow, Everts y Curiel 2006; Schaffer, Koerber y Lim 2008);
esto se debe a que sus genomas se encuentran sumamente bien caracterizados y a que demostraron
no inducir tumores en modelos animales (Seth 1999). Los primeros vectores Ad en construirse se
basaron en supresiones de los genes tempranos E1 y E3 del genoma viral, denominados vectores
adenovirales de primera generacién (Figura 12B y 13). La eliminacién de la regién E1 lleva a la
incapacidad del virus para replicar y generar progenie (Yeh y Perricaudet 1997; Benihoud, Yeh, y
Perricaudet 1999) y la supresién de la regidon E3 genera mas espacio dentro del genoma para clonar
secuencias exdégenas (hasta 7,5 kpb) (Seth 1999). En consecuencia, estos RAds son incapaces de
replicarse (replicacion defectivos) evitando asi la infeccidn viral generalizada. Generalmente, el
sistema utilizado para construir el genoma Ad de primera generacién (E177, E377) se basa en la
recombinaciéon homdloga entre un plasmido shuttle, el cual consiste en los extremos del genoma de
los Ad y el casete de expresion del transgen en el lugar de la regién E1, y un plasmido gendmico, el

cual consiste en la mayor parte del genoma del Ad, excepto por las regiones E1 y E3 (Crystal 2014).
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Figura 12. Esquemas del ciclo de infeccion de los adenovirus salvajes y de vectores adenovirales
recombinantes. A: Los Ad salvajes se unen a la superficie celular, primero mediante la interaccion CAR-fibra
viral y, luego, por la interaccidn integrina-pentén base (l), que desencadena una cascada de sefiales y la
endocitosis de los viriones en vesiculas recubiertas de clatrina (ll). El endosoma se acidifica, lo cual causa
cambios en la cdpside, resultando en la liberacidn de las fibras, el desensamble de los vértices y la exposicidon
de proteinas estructurales (lll). Se produce la lisis de la membrana endosomal y el escape de los viriones
parcialmente desensamblados (IV). Estos viriones se unen a proteinas del citoesqueleto y llegan a la
membrana nuclear donde se unen al complejo del poro nuclear, lo que resulta en el desensamble de la capside
y en la liberacion del genoma viral dentro del nucleo de la célula hospedadora (V). En el nucleo, el genoma
viral permanece como un episoma, se replica y se traducen sus proteinas, primero las necesarias para la
replicacion del ADN y luego las estructurales. El ADN viral es empaquetado y la capside se ensambla en el
nucleo, de esta manera se genera la progenie viral, que lisa la célula infectada para esparcirse. En la parte
inferior de la figura se observa la representacién del genoma del Ad salvaje que consta de las ITRs, la seial de
empaquetamiento (W) y todos los genes, incluyendo las regiones E1 y E3. B: Los RAdSs, replicacién defectiva,
entran a la célula blanco mediante los mismos pasos que los Ad salvajes (I a V). Sin embargo, una vez que el
ADN viral, portador del transgén de interés, se encuentra como un episoma en el nucleo, no se produce la
replicacion del ADN (debido a que carecen de la regidon E1), ni se producen nuevas particulas virales. Por lo
tanto, el transgén se expresa produciendo grandes concentraciones de la proteina recombinante (tipicamente
detectable dentro de las 24 hs). En la parte inferior se observa la representacion del genoma del RAd que
carece de las regiones E1 y E3 (AE1 y AE3) y contiene el resto de los genes virales, las ITRs, la sefial de
empaquetamiento y, en la regidn AE1, el casete de expresidn del transgén de interés, con un promotor y una

sefial de poliadenilacién.
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Figura 13: Representacion esquematica de la organizacion genética de los Ad y su vector de primera
generacion. En los vectores Ad se indica la localizacion de la insercion del casete portador del transgén. ITR,

repeticiones terminales invertidas. W, sefial de empaquetamiento. Adaptado de: (Giacca 2007).

51



Estos RAds pueden replicarse en lineas celulares especificas, como la linea celular transgénica
embrionaria derivada de rindn humano 293 (HEK 293), que contiene la regién gendmica E1 faltante
del Ad5 y, por lo tanto, expresa los genes necesarios para iniciar la replicacion (Graham y Prevec
1992). En dichas células se pueden amplificar los RAds, obteniéndose titulos muy elevados (Campos

y Barry 2007).

Un factor importante a considerar en los estudios in vivo, con animales de experimentacién, es la
duracidon de la expresién del transgén mediada por los Ad. Generalmente, el nivel de expresién del
transgén tiene un pico de expresidn durante los primeros 7 dias y disminuye rdpidamente a valores
indetectables entre la segunda y la cuarta semana. Esto se observa para la mayoria de las rutas de
administracion con la excepcidn de la inyeccion directa en tejidos inmunoprivilegiados, tal como lo

es el cerebro (Crystal 2014).

Los RAds cuentan con algunas ventajas respecto a los otros vectores virales: i) son capaces de
transducir eficientemente un amplio rango de tejidos y tipos celulares, en estado proliferativo o
guiescente; ii) poseen una gran capacidad de clonado; iii) son faciles de manipular en el laboratorio;
iv) son factibles de producirse en titulos elevados; v) el genoma de los RAds no se integra al genoma
de la célula huésped, permanece en un estado episdmico, descartando el riesgo de mutagénesis
insercional; y vi) poseen una alta eficiencia de expresidn génica (Yeh y Perricaudet 1997; Benihoud,
Yeh y Perricaudet 1999; Schaffer, Koerber y Lim 2008). Sin embargo, los vectores Ad poseen una
importante limitacién, la intensa respuesta inmune que inducen en el hospedador, dirigida contra la
particula viral y las células infectadas. Como consecuencia de dicha respuesta se limita la duracién de
la expresion del transgén (la cual generalmente es transitoria). Sin embargo, elegimos para el

presente trabajo a los vectores adenovirales de primera generacion en base a las siguientes razones:

1) Se consideraron las ventajas, antes mencionadas, de los Ad respecto a los otros vectores virales y
se especuld que la respuesta inmune desencadenada por estos vectores, su principal desventaja,

podria verse atenuada al implementar la terapia génica en el cerebro, un sitio de inmunoprivilegio.

2) Durante los ultimos 15 afios hemos desarrollado la tecnologia necesaria para la construccién de
vectores adenovirales recombinantes de primera generacion, por lo que esta tecnologia estaba bien

establecida en nuestro laboratorio al momento de trazarse los objetivos de esta tesis.
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1.4.3 Factores Troficos

1.4.3.1 Factor de Crecimiento simil Insulina tipo 1 (IGF-1)

El IGF-1 es un polipéptido (Figura 14) que pertenece a la familia de la insulina (Blundell y Humbel
1980) vy es sintetizado en multiples érganos incluyendo higado, pulmones, rifiones, timo, corazon,
musculo, génadas y cerebro (D’Ercole, Stiles y Underwood 1984). Sin embargo, la mayoria del IGF-1
circulante es secretado por el higado en respuesta a la hormona de crecimiento. De esta forma, el
IGF-1 media la actividad anabdlica y mitogénica de dicha hormona, ejerciendo accidén paracrina en

los diferentes tejidos (Laron 2001).

Figura 14. Estructura del IGF-1.

En el medio extracelular el IGF-1 se une a moléculas con las que tienen alta afinidad, llamadas
proteinas de union a los factores de crecimiento simil insulina (IGFBPs). Las IGFBPs son capaces de
regular la cantidad de IGF-1 en circulacidn, su transporte hacia células y tejidos determinados, su
disponibilidad para interaccionar con sus receptores especificos y la accion del IGF-1 en sus células
diana, potenciandola o inhibiéndola (Clemmons 1990; Firth y Baxter 2002). La mayoria de las
funciones bioldgicas del IGF-1 se producen a través de la unién a su receptor, R-IGF-1, un receptor
heterotetramérico compuesto por dos subunidades o extracelulares y dos subunidades P
transmembrana, unidas por puentes disulfuro. La subunidad a posee el sitio de unién a ligando, en
tanto que la subunidad B posee actividad tirosina quinasa (LeRoith y col. 1995). El R-IGF-1 se
autofosforila al ser activado por IGF-1 y también es capaz de fosforilar otros sustratos que contienen
tirosinas, tales como el IRS-1 vy la proteina adaptadora activadora de quinasas. La fosforilacién de IRS-
1 activa la via de la enzima fosfatidil-inositol-3 quinasa, la cual esta implicada en procesos celulares
de crecimiento y antiapoptdticos (Yuan y Yankner 2000). La fosforilacion de la proteina adaptadora

lleva a la activacién de quinasas relacionadas con la diferenciacién celular (Kim y col. 1998; Kurihara
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y Hakuno) y con la regulacién de la maquinaria de apoptosis (Hwang, Kwon y Nam 2007). Ademas,
se ha encontrado al R-IGF-1 en el nucleo, lo cual sugiere que éste pueda actuar directamente como

un factor de transcripcion (Hawkes y col. 2006).

1.4.3.1.1 IGF-1 en el sistema nervioso central

El IGF-1 es un potente factor neurotrdfico y neuroprotector, considerado de interés para el rescate
neuronal en procesos neurodegenerativos (Carro y col. 2006). El IGF-1, el R-IGF-1 y las IGFBPs estan
localizados y son sintetizados en el SNC, pudiendo actuar de manera paracrina en algunas areas del
cerebro (Marks, Porte y Baskin 1991; Ocrant, Fay y Parmelee 1990). El IGF-1 posee acciones
neurotréficas observadas en cultivos de lineas celulares neuronales y en cultivos primarios
neuronales, tales como la proliferacion celular, la supervivencia, el crecimiento de las neuritas y la
diferenciacién (Werther, Cheesman y Russo 1993; Torres-Aleman, Naftolin y Robbins 1990; Torres-
Aleman, Pons, y Santos-Benito 1992; Brooker y col. 2000). También se ha demostrado que el IGF-1
es un modulador especifico de la formacidon de sinapsis, la liberacion neurotransmisores y la

excitabilidad neuronal (O’Kusky, Ye y D’Ercole 2000; Torres-Aleman 1999).

Después del nacimiento, la expresiéon de IGF-1 desciende hasta alcanzar niveles muy bajos en el
cerebro adulto (Miller y Gore 2001). Sin embargo, en respuesta a diferentes dafios, el cerebro
produce factores de crecimiento, incluyendo el IGF-1 (Kazanis y col. 2004), hallazgo que impulsé el
estudio de los efectos del IGF-1 frente a diversos tipos de injuria. Efectivamente, la lesidn electrolitica
del hipocampo induce un aumento del IGF-I extracelular en la zona lesionada (Yamaguchi y col.
1991). De manera similar, se sabe que, en condiciones de dafio citotoxico del hipocampo, la microglia
de esta regidn aumenta sustancialmente la produccion del IGF-1 (Breese y col. 1996). Ademas, se ha
demostrado que en situaciones de estrés oxidativo el IGF-1 ejerce una accidn protectora sobre los

astrocitos y, de esta forma, colabora con ellos en la proteccidn neuronal (Genis y col. 2014).

El descenso en los niveles cerebrales de IGF-1 se relaciona con el deterioro de las funciones cognitivas
asociadas al envejecimiento y a otras enfermedades neurodegenerativas (Rivera y col. 2005; Steen
y col. 2005). En la enfermedad de Parkinson, por ejemplo, el IGF-1 demostré estar involucrado en la
proteccion neuronal contra la degeneracion que presentan las neuronas dopaminérgicas en esta
patologia (Ebert y col. 2008; Fan y col. 2018). Ademas, en la esclerosis lateral amiotréfica, una

enfermedad caracterizada por una progresiva disminucién de motoneuronas, estudios preclinicos
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han evidenciado que el IGF-1 es capaz de atenuar la pérdida neuronal y mantener las sinapsis y las

uniones neuromusculares (Lunn y col. 2015).

Por otro lado, se ha empleado la inyeccidn icv del IGF-1 en diferentes modelos experimentales con
fines neuroprotectores. Precisamente, estudios de isquemia cerebral inducida en ratas han revelado
qgue la administracién del IGF-1 reduce un 40 % el volumen del infarto cerebral (Brywe y col. 2005;
Kooijman y col. 2009). En ratas seniles, la administracion del IGF-1 restaura la tasa de neurogénesis
en el hipocampo (Lichtenwalner y col. 2001) y, parcialmente, su déficit cognitivo (Markowska,

Mooney y Sonntag 1998).

Gradualmente se estd acumulando evidencia que le otorga al IGF-1 un papel sumamente relevante
en la EA. Ciertamente, debido a que el IGF-1 sérico entra en el cerebro de una manera actividad-
dependiente (Nishijimay col. 2010) y a que la actividad del cerebro esta desregulada en la EA (Jones
y col. 2011), es probable que el trafico del IGF-1 sérico al cerebro se encuentre perturbado en la EA
(Zemva y Schubert 2014; Trueba-Saiz y col. 2013). Esto concuerda con una reduccion en la relacién
del IGF-1 en el LCR/plasma de pacientes con EA (Johansson y col. 2013; Westwood y col. 2014). Por
otra parte, cuando se evalud el efecto del IGF-1 sobre cultivos de neuronas hipocampales de rata
tratados con derivados del péptido BA, fue posible prevenir y rescatar a los cultivos del dafio
neurotoxico (Doré, Kar y Quirion 1997). Sumado a la informacidn anterior, en ratones transgénicos
gue sobreexpresan el péptido BA, el IGF-1 protege a las neuronas del hipocampo de los efectos
toxicos de dicho péptido (Doré, Kar y Quirion 1997) y reduce su carga cerebral, asi como la gliosis
asociada a las placas amiloides, mejorando la performance cognitiva de los animales (Carro y col.

2006).

En conjunto toda la evidencia existente justifica la utilizacién del IGF-1 como agente neuroprotector.

1.4.3.1.2 Terapia génica con IGF-1

Un estudio de nuestro grupo, utilizando un adenovirus recombinante portador del gen para el IGF-1
de rata (RAd-IGF-1), demostrd que la ruta ependimaria es una estrategia efectiva para incrementar
los niveles de IGF-1 en el LCR (Herefit y col. 2009). Se evalud entonces la terapia génica icv con IGF-
1 en ratas seniles observandose impacto beneficioso en el desempefio motor de los animales
(Nishida y col. 2011). Asi mismo, se evidencié una mejora significativa en la memoria espacial de
ratas seniles luego de la terapia icv con RAd-IGF-1, junto con un incremento de la neurogénesis y de

la arborescencia astrocitaria hipocampal (Pardo y col. 2016). Luego, se llevé a cabo un primer
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abordaje de terapia con IGF-1 a largo plazo para tratar memoria espacial en ratas viejas; el
secuenciamiento de ARN de hipocampo total mostré que numerosos genes relacionados con la
plasticidad sindptica y funcién neuronal en general, estdn diferencialmente expresados en dichas

ratas tratadas con el RAd-IGF-1 (Pardo y col. 2017).

Previamente demostramos también que la terapia génica con IGF-1 en el hipotalamo de ratas
hembras seniles con neurodegeneraciéon dopaminérgica es altamente efectiva para restaurar la
funcién neuronal hipotalamica involucrada en el control inhibitorio de la prolactina, corrigiendo de

este modo la hiperprolactinemia crénica en estos animales (Herefit y col. 2007).

En un trabajo adicional de nuestro laboratorio, se estudid el impacto de la terapia génica con IGF-1
sobre el eje hipotaldmico-ovarico en ratas de mediana edad, reproductivamente competentes; la
sobreexpresion de IGF-1 en el hipotalamo medio basal de ratas hembras de mediana edad prolongd

la funcién ovarica (Rodriguez y col. 2013).

En base a estos resultados, consideramos al estudio de la terapia génica con IGF-1 como un abordaje

sumamente relevante en nuestros modelos de neurodegeneracion.

1.4.3.2 Timulina

La existencia de un factor timico presente en el suero normal y en extractos timicos ha sido descripta
por Bach y Dardenne (Bach y Dardenne 1973). Dicho factor consiste en un nonapéptido de 847

daltons de peso molecular que fue denominado factor timico sérico (FTS) (Bach y col. 1977).

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 (Bach y
Dardenne 1973). En efecto, mediante diferentes técnicas de inmunofluorescencia,
inmunocitoquimica e inmunoelectromicroscopia utilizando anticuerpos anti-FTS pudo confirmarse la
localizacion del FTS en el citoplasma de las células epiteliales timicas (CET) (Schmitt y col. 1980; Auger
y col. 1984). El cultivo primario de las CET humanas tratadas con tres inhibidores del movimiento
vesicular indujo una disminucion del FTS liberado y un aumento en el nimero de células marcadas
con anti-FTS monoclonal. Esto sugirié que el péptido es secretado por exocitosis (Savino y Dardenne

1986).

La secuencia de aminoacidos del FTS circulante, aislado originalmente de suero de cerdo, fue

establecida a partir del péptido intacto y del péptido tratado con enzimas proteoliticas: pyroGlu-Ala-
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Lys-Ser-GIn-Gly-Gly-Ser-Asn-OH (Pleau y col. 1977). En base a esto, para confirmar la estructura
primaria completa asi generada, se sintetizd un nonapéptido (Figura 1.15) que se coordina al i6n
Zn+2 en una relacién equimolecular (Gastinel y col. 1984), el cual le confiere su actividad bioldgica
caracteristica (Dardenne y col. 1982). A raiz de estos estudios pioneros, el complejo activo formado
por FTS-Zn fue denominado “timulina”. La actividad bioldgica de esta hormona fue evaluada por un
bioensayo desarrollado por Dardenne y Bach (Dardenne y Bach 1975), que utilizé la formacion de
rosetas a partir de glébulos rojos de oveja (el mismo se describirda en Materiales y Métodos del
Capitulo VII). Desde que se desarrollo este bioensayo, a principios de los afios 70, ha sido utilizado
para medir los niveles de timulina en fluidos biolégicos (Bach, 1983). 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 los 36 anos; a partir de
este momento, permanecen constantes durante el envejecimiento (se dosd hasta los 80 anos)

(Consolini y col. 2000).

Figura 15: Representacidn espacial que muestra la relacion estequiométrica 1:1 en el complejo FTS-Zn. Los
residuos Ser4-OH, Ser8-OH y Asn9-COOH son los que se coordinan al ion Zn+2, siendo el cuarto ligando una
molécula de agua (w). Los niUmeros representan los nueve aminodcidos que forman el FTS, comenzando en el

grupo N-terminal. Adaptado de: (Cung y col. 1988).

1.4.3.2.1 Potencial terapéutico de la timulina

La timulina ejerce distintas acciones sobre el sistema inmune. Entre las mas importantes puede
mencionarse su participacion en la diferenciacion de los linfocitos T y en la modulacién de la mayoria

de sus funciones.

Los primeros usos terapéuticos de la timulina se focalizaron en el tratamiento de ciertas patologias

autoinmunes (Bach, Dardenne y Goldstein 1984). Diversos estudios muestran que la timulina es
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capaz de modular procesos inflamatorios a nivel central, periférico y local. Efectivamente, se ha
documentado que niveles elevados de timulina inducen una atenuacidn de la respuesta inflamatoria
celular por la inhibicion local de la sintesis de citoquinas proinflamatorias y quimoquinas (Bach 1983;
Kanaan y col. 2002; Henriques-Coelho y col. 2008). Recientemente, la terapia con timulina unida a
nanoparticulas suprimio la respuesta proinflamatoria en ratones tratados con LPS, lo que indica el

potencial de dicha terapia en el tratamiento de la sepsis (Novoselova y col. 2018).

Ademas, la timulina ha demostrado ejercer una accién antiinflamatoria sobre el SNC vy, 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 andlogo a la timulina, redujo la hiperalgesia y atenud los niveles elevados de mediadores
proinflamatorios en diferentes areas del cerebro (Safieh-Garabedian y col. 2002; Safieh-Garabedian

y col. 2003; Safieh-Garabedian y col. 2011).

AUn no se conoce el mecanismo preciso mediante el cual la timulina ejerce su proteccidn en los
tejidos dafiados y en las alteraciones mencionadas. Se ha demostrado que este péptido es capaz de
incrementar los niveles de la enzima superdxido dismutasa en ratones con senescencia acelerada

(Zhao y col. 1990), sugiriendo que tal vez actue alterando la produccion de radicales libres.

En humanos y animales, se ha demostrado que el envejecimiento conduce a una severa involucion
del timo (Goff y col. 1987; Goya y col. 1992; Consolini y col. 2000). Por otra parte, la mayoria de las
enfermedades que desarrollan un cuadro de inmunodeficiencia presentan atrofia timica vy
anormalidades en las CET. Ademads, en todos los casos se ha observado una significativa reduccién en
los niveles séricos de timulina (Safieh-Garabedian y col. 1992). Si bien no existe evidencia de que la
caida en los niveles circulantes de timulina juegue un rol causal en las patologias autoinmunes,
resulta plausible suponer que la terapia de reemplazo con timulina podria atenuar algunos de los
sintomas asociados a estas enfermedades o al envejecimiento (lwata y col. 1981). En estudios de
nifios y adultos con sindrome de inmunodeficiencia adquirida, se observé que sus niveles de timulina
sérica se encontraban disminuidos en comparacién con voluntarios saludables (Dardenne y col.
1982, 198; Safieh-Garabedian y col. 1992). La disminucién en los niveles séricos de timulina y las
anomalias de los linfocitos T en estos pacientes, apoya la hipdtesis de que la timulina juega un rol

relevante en el mantenimiento de una inmunocompetencia normal (Safieh-Garabedian y col. 1992).

Se han realizado algunos abordajes clinicos preliminares con timulina sintética. En pacientes con

sindrome de DiGeorge, la timulina restaurd el nimero y la funcién de los linfocitos T. En tres casos
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de nifios con sindrome de inmunodeficiencia, la administracién iv de timulina sintética indujo una
mejoria clinica general, una disminucion de la frecuencia de las infecciones, una correccién del déficit

de linfocitos T y una rdpida produccion de IgA (Bordigoni y col. 1982).

1.4.3.2.2 Terapia génica con timulina

Nuestros primeros estudios de la timulina se centraron en su accidn hipofisotrofica (Zaidiy col. 1988;
Brown y col. 2000). En trabajos previos de nuestro laboratorio se ha implementado terapia génica
neonatal para esta hormona en ratones hembra nude, congénitamente atimicos, utilizando un vector
adenoviral recombinante que expresa, constitutivamente, un gen sintético para el analogo
biolédgicamente activo de timulina: el decapéptido metFTS. Mediante dicha terapia se lograron
restaurar los niveles de timulina sérica y prevenir las alteraciones a nivel hipotaldmo-gonadotropo-
ovarico que tipicamente ocurren en estos ratones en la adultez (Goya y col. 2007; Reggiani y col.

2009).

Debido a los antecedentes de la accion antiinflamatoria de la timulina en el SNC (Safieh-Garabedian
y col. 2003), consideramos de interés contar con una herramienta terapéutica que nos permita
sobreexpresar esta hormona para, posteriormente, realizar terapia génica antiinflamatoria en

nuestros modelos de neurodegeneracion.
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CAPITULO II: HIPOTESIS Y OBJETIVOS

El objetivo general en el que se enmarca la presente Tesis es el desarrollo de estrategias terapéuticas
de avanzada que nos permitan prevenir y/o subsanar las alteraciones funcionales y estructurales
relacionadas con la edad. En este contexto, el uso de MSCs y la terapia génica con potentes moléculas
neuroprotectoras, tales como el IGF-1 y la timulina, emergen como abordajes terapéuticos

promisorios.

2.1 Hipotesis
Las hipodtesis centrales de la presente tesis son:

e Que la terapia con MSCs constituird una estrategia efectiva para el tratamiento de
neuropatologias, debido a su potencial regenerativo, antiinflamatorio y terapéutico.
Suponemos que las MSCs ejerceran un efecto restaurativo sobre la morfologia y bioquimica
del hipocampo y sobre la performance cognitiva de nuestros modelos de neurodegeneracion.

e Que la terapia génica con IGF-1 constituye una estrategia neuroprotectora efectiva para el
tratamiento de neuropatologias. Suponemos que la sobreexpresién del IGF-1 in situ sera
neuroprotectora, estimulard la neurogénesis y consolidara la memoria en modelos de EA.

e Que el desarrollo de un vector adenoviral recombinante para timulina y de un gen reportero
gue permita monitorear la expresion de dicho gen terapéutico, constituye una herramienta

promisoria para el abordaje de patologias neuroinflamatorias.

2.2 Objetivos especificos
Dado este marco conceptual general, los objetivos especificos propuestos fueron los siguientes:

1. Estudiar el efecto de la terapia celular con MSCs utilizando la rata senil como modelo de
envejecimiento.

2. Validar el modelo de EAE, generado por la administracion de STZ-icv, mediante estudios de
comportamiento y morfoldgicos en el hipocampo de rata.

3. Evaluar la eficacia de la terapia con MSCs en el modelo animal de EAE previamente validado

mediante la administracion sistémica de MSCs.
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4. Evaluar el potencial terapéutico del IGF-1 mediante la implementacion de terapia génica en
dos modelos experimentales de EA: in vitro, en cultivos primarios de neuronas hipocampales
tratados con OBAs; in vivo, en ratones con administracién de OBAs -icv.

5. Generar un sistema bidireccional regulable Tet-Off de dos vectores que exprese el gen
sintético para timulina y un gen reportero. Se propone evaluar su funcionamiento in vitro e in

vivo.
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CAPITULO IIl: TERAPIA CELULAR EN EL MODELO /N VIVO DE ENVEJECIMIENTO, LA RATA
SENIL (Objetivo especifico 1)

La obtencién y caracterizaciéon de las MSCs estudiadas en el presente capitulo se realizdé en el
Laboratorio de Terapia Génica, Instituto de Investigaciones en Medicina Traslacional (1IMT), Facultad
de Ciencias Biomédicas, Universidad Austral, Buenos Aires, en colaboraciéon con la Dra. Mariana G.
Garcia y el Dr. Guillermo Mazzolini. Los experimentos de terapia celular en el modelo de rata senil se

llevaron a cabo en nuestro Laboratorio, INIBIOLP, FCM - UNLP.

3.1 Resena introductoria

Nuestro grupo ha estudiado extensamente el envejecimiento cerebral en ratas SD hembras,
evidenciando el deterioro de la memoria espacial y la activacion significativa de la microglia reactiva
en el hipocampo. Un hallazgo interesante es que las MSCs pueden controlar la activacién de Ia
microglia mediante la produccién de varios factores, lo que sugiere que estas células podrian ser una
herramienta terapéutica prometedora para el tratamiento de enfermedades asociadas con la
hiperactividad microglial. Ademas, las MSCs son conocidas por su potencialidad para promover la

neurogénesis y la supervivencia de las células neurales al expresar factores neurotroéficos.

La informacién anterior nos llevd a explorar el potencial neuroprotector de las MSCs derivadas de
médula dsea humana (hBM-MSCs), de facil aislamiento y expansidn, en el hipocampo de ratas seniles
a nivel funcional y morfoldgico. El presente capitulo describe estudios en los que evaluamos el efecto
de la administracién icv de hBM-MSCs sobre la memoria espacial y la morfologia del hipocampo de

ratas seniles.

3.2 Materiales y métodos

3.2.1. Aislamiento y caracterizacion de las hBM-MSCs

Las hBM-MSCs se aislaron a partir de aspirados de médula 6sea de donantes sanos para trasplante
alogénico después del consentimiento informado, aprobado por el Comité de Revisidn Institucional
del Hospital Naval Pedro Mallo y la Fundacidn Instituto Leloir, Argentina, de acuerdo con las pautas

de la ISCT (Garcia y col. 2011).

Las MSCs se cultivaron en medio de cultivo DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) completo

bajo en glucosa (2 uM de glutamina, 100 U/ml de penicilina, 100 mg/ml de estreptomicina) y SFB al
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20 % (Internegocios S.A., Argentina). Las células adherentes se cultivaron y se utilizaron entre los

pasajes4a’.

Las caracteristicas fenotipicas de las hBM-MSCs se determinaron mediante citometria de flujo con
anticuerpos anti-humano especificos contra CD14, CD34, CD44, CD73, CD90 y CD105 (BD
Biosciences), incubados durante 30 min. Las muestras se analizaron con un citdmetro de flujo
FACSCalibur (Becton Dickinson) y los datos adquiridos se analizaron con el software Cyflogic (CyFlo

Ltd.) (Aquino y col. 2010).

3.2.2. Marcacion fluorescente de las MSCs

Las hBM-MSCs se cultivaron en placas de Petri hasta un 90 % de confluencia. Las MSCs se marcaron
en suspensién con el colorante fluorescente 1,10-dioctadecil-3,3,30,30-tetrametil indocarbocianina
perclorato (Dil, Sigma Chemical Company. Solucién madre: 0,25 pg de Dil por microlitro de
dimetilsulféxido). Brevemente, las MSCs tripsinizadas se suspendieron en solucion buffer fosfato
salina (PBS, 108 células/ml) en presencia de Dil a una concentracién final de 1 pg/ml. Luego, se
incubaron durante 5 min a 37 °C, seguido de 15 min a 4 °Cy, finalmente, 3 lavados con PBS. Se realizé

una dilucién apropiada (6,25 X 10 células/ul) para la inyeccion icv.

3.2.3. Animales y disefio experimental

Se utilizaron ratas hembras SD jovenes (3 meses) y seniles (27 meses). Los animales se alojaron en
una habitacion con temperatura controlada (22-24 °C), ciclos de 12 hs de luz / 12 hs de oscuridad
(luces de 7 am a 7 pm), con alimento y agua disponibles a voluntad. Los experimentos se realizaron
de acuerdo con las normas de bienestar animal del NIH (A5647-01). La aceptabilidad ética de nuestros
protocolos animales fue aprobada por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de

Laboratorio (CICUAL) de la FCM, UNLP (P05-02-2015).

Las ratas se agruparon de la siguiente manera: I- Yc, ratas jovenes que no recibieron tratamiento; Il-
Sc, ratas seniles que no recibieron tratamiento y; Ill- Smsc, ratas seniles inyectadas

estereotdxicamente con hBM-MSCs. N= 8 ratas por grupo.

El dia de la inyeccién de las MSCs fue establecido como el dia experimental (DEx) 0. Antes y después
de la terapia celular, se realizé para todos los animales el test completo del laberinto de Barnes (BM)
gue comprendio seis ensayos de adquisicién (AT) y un ensayo de prueba (PT). Se usaron ratas jovenes

adicionales para el estudio temporal de las MSCs en el sistema cerebroventricular.
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Diseno experimental: nueve dias antes de la inyeccién de MSCs (DEx -9), comenzd el test BM del pre-
tratamiento. En el DEx O, las ratas seniles fueron inyectadas con MSCs-icv como se describe a
continuacion. Desde el DEx 15 al 18, los animales se sometieron al test BM del post-tratamiento
(Figura 16.A). El ultimo dia (DEx 24), se realizé la eutanasia de las ratas como se describe a

continuacion.

A >
Inyeccion icv f

Test Cognitivo i Test Cognitivo
Dlas W//W
experimentales -0 9 8 -7 6 5 -4 -3 -2 -1 :Dq +15 +16 +17 +18 +19 +20 +21 +22 +23 @
Ensayos Hab AT1/2 AT3/4 ATS/6 PT1 '"]". AT1/2 AT3/4 ATS/6 PT1
1 (i Eutanasia
- Jovén (Yc) - Perfusion y fijacion de tejidos

- Senil (Sc)
- Senil + MSC (Smsc)

L

Figura 16. Disefio experimental e inyeccion estereotaxica. Diseifio experimental del estudio (A). Todos los
animales se sometieron a 2 AT diarios dede el DEx -9 al -6 y a un PT en el DEx -5. Las hBM-MSCs se inyectaron
estereotdxicamente (B) en los LV (C, flechas rojas) de las ratas Smsc en el DEx 0. Los animales Yc y Sc no
recibieron tratamiento. Desde el DEx 15 al 18, todas las ratas recibieron una segunda serie (postratamiento)
de AT y un PT en el DEx 18. El DEx 21 se realizé la eutanasia, se perfundieron y se extrajeron los cerebros de
las ratas para el analisis morfolégico. Abreviaturas: DEx, dia experimental; icv, intracerebrovntricular; Hab,
habituacion; AT, ensayo de adquisicion; PT, ensayo de prueba; LV, ventriculos laterales.

"-—-—-—-“
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3.2.4. Diseio del estudio temporal

Se usaron ratas jovenes adicionales (N = 8) para el estudio temporal. En el DEx O, las ratas se

inyectaron con MSCs-icv marcadas con Dil. Se realiz6 la eutanasia de las ratas a diferentes tiempos,
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enlos DEx 5, 11, 14y 21, y los cerebros se procesaron por inmunohistoquimica (IHQ) para analizar la

distribuciéon y la permanencia de las células inyectadas (Figura 17).

%2 Dia +11 ¢ Dia+14 * Dia+21

-~
.

Figura 17. Estudio temporal de las hBM-MSC en los ventriculos cerebrales. Microscopia de fluorescencia de
secciones cerebrales en diferentes momentos después de la inyeccion icv de hBM-MSCs marcadas con Dil. La
cantidad de hBM-MSC en los ventriculos cerebrales disminuyd lentamente y la mayoria de las células
permanecieron en contacto con la capa de células ependimarias. Se puede observar un nimero moderado de
células fluorescentes en el parénquima cerebral, proximo a las células ependimales. No se observd
fluorescencia en otras estructuras cerebrales distales a los espacios ventriculares. Abreviaturas: VL, ventriculo
laterale; Barra de escala 500 pum.

3.2.5. Inyecciones estereotaxicas

Las ratas se anestesiaron con clorhidrato de ketamina (40 mg/kg de peso corporal (PC), ip) mas
xilacina (8 mg/kg de PC, im) y se colocaron en un aparato estereotaxico. Para acceder a los ventriculos
laterales (VL), la aguja 26G de una jeringa Hamilton de 10 pl se localizé en las siguientes coordenadas
en relacidn con el bregma: -0,8 mm anteroposterior; 4,1 mm dorsoventral y; £ 1,5 mm mediolateral
(Paxinos G y Watson C 1998). Los animales fueron inyectados bilateralmente (8 ul por lado) con una

suspension que contenia 5x10°> MSCs (Figura 16.B-C).

3.2.6. Evaluacién de la memoria espacial

Se utilizé un protocolo modificado del test BM previamente documentado por nuestro grupo (Morel
y col. 2015). Implica tres fases: habituacién, entrenamiento (ensayos de adquisicidn) y prueba.
Consiste en una plataforma circular de acrilico negro elevada (108 cm en el suelo), de 122 cm de
didmetro, la cual contiene 20 agujeros alrededor de la periferia. Los agujeros tienen un didmetro
uniforme (10 cm) y solo uno de ellos esta conectado a una caja de escape negra. La caja de escape
posee 38,7 cm de largo x 12,1 cm de ancho x 14,2 cm de profundidad y es removible. Se utiliza una

camara cilindrica blanca de partida (opaca y abierta, de 25 cm de didmetro y 20 cm de altura) para
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colocar las ratas en el centro de la plataforma. Se colocan en la sala cuatro sefales visuales, a 50 cm
de distancia de la plataforma circular. El orificio de escape se numera como agujero 0 para fines de
representacion grafica, mientras que los agujeros restantes estdn numerados del 1 al 10 en el sentido

de las agujas del reloj y de -1 a -9 en el sentido antihorario (Figura 21.A).

Durante todo el experimento, el agujero O permanecié en un lugar fijo para evitar la aleatorizacién
de la posicidn relativa de la caja de escape. Un generador de ruido blanco de 90 dB y una bombilla
de luz blanca de 500 W proporcionaron los estimulos de escape de la plataforma. Al comienzo del
experimento, las ratas se habituaron al test. La rutina de habituacidon consiste en colocar los animales
en cada compartimiento durante 180 s (cilindro de inicio y caja de escape). Un AT consiste en colocar
una rata en el cilindro de inicio, ubicado en el centro de la plataforma durante 30 s; el cilindro se
eleva, los estimulos aversivos (luz y ruido intensos) se encienden y la rata explora libremente el
laberinto durante 120 s. El objetivo de los ATs es entrenar a los animales para encontrar el agujero
de escape. Un PT es similar a un AT, excepto que se elimina la caja de escape; su propdsito es evaluar
la retencién de la memoria espacial. Durante el PT, las ratas exploran el laberinto durante 120 s. 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. El dia anterior a los ATs, los animales se
habituaron a la cdmara de inicio y a la caja de escape, colocandolos dentro de cada uno durante 180
s. El comportamiento se registré utilizando una camara de video montada a 110 cm por encima de la
plataforma, conectada a una computadora. El rendimiento de cada animal se determiné utilizando
el software Kinovea v0.7.6 (http://www.kinovea.org). Los parametros de comportamiento evaluados

fueron los siguientes:

a. Latencia de la caja de escape: tiempo (en seg) que pasa un animal desde su lanzamiento desde la
camara de inicio hasta que entra en la caja de escape (durante un AT) o hasta la primera exploracion

del orificio de escape (durante un PT).

b. Frecuencia de exploracion del sector meta (Goal Sector, GS): la suma del nimero de exploraciones
de los agujeros -1, 0 y 1 dividido por 3 (GS3) o el nimero de exploraciones del agujero 0 (GS1),

durante un PT.

c. Indice de progresion del GS3: este parametro resulta de la diferencia entre la frecuencia de

exploracion final (post-tratamiento) menos la inicial (pre-tratamiento) para el GS3.
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3.2.7. Eutanasia y procesamiento de los cerebros

Al final del experimento se procedid a la eutanasia de los animales. La mitad de ellos fueron colocados
bajo anestesia profunda con ketamina (40 mg/kg de PC; im) y se procedio a la perfusion intracardiaca.
Para acceder al corazdn, se efectud una incision a la altura del esterndn, se cortaron el diafragma y
las costillas en la unién costocondral, retirando la regién con una tijera diente de ratén. Una vez
expuesto el corazon, se canuld la arteria aorta a través del ventriculo izquierdo con una aguja de
punta roma (Figura 18). Inmediatamente después, se efectud un pequefio corte en la auricula
derecha para permitir el drenaje del sistema vascular al final del circuito. Se perfundié a una velocidad
de 13 ml/min con una bomba peristaltica (Gilson modelo MP312), primero pasando 200 ml de buffer
fosfato (PB, 0,01M) y luego 200 ml de paraformaldehido (PFA) al 4 %, (pH 7,4). Subsecuentemente,
los animales se decapitaron con una guillotina, los cerebros se extrajeron cuidadosamente y se
almacenaron en PFA al 4% durante toda la noche a 4 °C. Luego, los cerebros fueron conservados en
solucion criopreservadora (30 % de etilenglicol, 1 % de polivinilpirrolidona, 30 % de sacarosa, en PB
0,1 M, pH 7,4) a -20 °C hasta su uso en IHQ. Para ello, se cortaron coronalmente en secciones de 40
pum con vibradtomo (VT1000S; Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania) y se dividieron en 6 series, cada
serie conteniendo una de cada seis secciones. De esta manera se obtiene un conjunto de secciones

seriadas no contiguas que abarcaban el hipocampo dorsal (con una separacién de 240 um).

El resto de los animales fue rapidamente decapitado y el hipocampo fue disecado cuidadosamente
como se describio antes (Glowinski y Iversen 1966) y se almacend a -80 °C hasta el andlisis de

Western Blot (WB).

Figura 18. Fijacion por perfusion intracardiaca. Los animales destinados a inmunohistoquimica se
perfundieron a través del corazén. La bomba peristaltica impulsa el fijador que ingresa a la circulacion del
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animal por el ventriculo izquiedo vy, luego de bafiar los tejidos, emerge por la auricula derecha. Vista
panoramica del sistema de perfusion (A). Detalle de la aguja insertada en el ventriculo izquierdo (B).

3.2.8. Inmunohistoquimica

Todas las técnicas de IHQ se realizaron en secciones con flotaciéon libre. Para cada animal, se
procesaron conjuntos separados de secciones usando los siguientes anticuerpos: anticuerpo
policlonal de cabra anti-doblecortina (DCX) (marcador de neuroblastos; dilucién 1: 250; Santa Cruz
Biotechnology, c-18) y anticuerpo policlonal de conejo anti-lba-1 (marcador de células de microglia,
diluciéon 1: 1000; Wako Chemicals, 016-20001). Para la deteccidn, se utilizo el kit ABC universal
Vectastain® (1: 500, Vector Laboratories, PK-6100) que emplea 3,3-diamino bencidina tretrahidro-
cloruro (DAB) como cromégeno. Brevemente, después de la incubacion durante toda la noche con el
anticuerpo primario a 4 °C, las secciones se incubaron con anticuerpo de burro anti-ratdn biotinilado
(dilucion 1:300; Vector Laboratories, BA-9200) o anti-cabra (dilucidon 1:300; Vector Laboratories, BA-
9500), segun corresponda, durante 120 min. Posteriormente, se enjuagdé e incubd con el complejo
avidina-biotina-peroxidasa (kit ABC) durante 90 min y luego se incubdé con DAB. Las secciones se
colorearon con la tincién Nissl (solucion de violeta de cresilo al 0,5 % a 37 °C, durante 10 min) para
visualizar los puntos de referencia anatdmicos. Finalmente, se deshidrataron y se montaron con

Vectamount (Vector Laboratories) y se usaron para el analisis de imagenes.

3.2.9. Obtencion y analisis de imagenes

Centramos nuestro andlisis en el hipocampo dorsal, ubicado entre las coordenadas -2,8 mm vy 4,5
mm desde el bregma (Paxinos y Watson 1998), utilizando un microscopio Olympus BX-51 conectado
a una cadmara de video Olympus DP70 CCD (Tokio, Japdn). El nimero total de células se estimd
utilizando una version modificada del método del disector dptico (West 1993). Las estimaciones
individuales del nimero total de células bilaterales (N) se calcularon de acuerdo con la siguiente
formula: N=RQX -1 /ssf-1/asf-1/tsf, donde RQZ es la suma de las células contadas, ssf es la
fraccién de muestreo de la seccion, asf es la fraccién de muestreo del drea y tsf es la fraccidon de

muestreo del espesor.

3.2.10. Analisis de neuroblastos

El nimero de neuroblastos positivos para DCX se evalué mediante la técnica de fraccionador dptico

modificada (West 1993). Se cuantificaron todas las regiones de la zona subgranular (SGZ) y de la capa
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celular granular (GCL) (Figura 19) (8 secciones por animal), con asf = 1, ssf = 1/6 y tsf = 1. Las
estimaciones se basaron en el conteo de cuerpos celulares DCX(+) a medida que se enfocaban en el

microscopio. N = 4 animales por grupo.

3.2.11. Andlisis de células microgliales

Las células microgliales se identificaron como células inmunorreactivas lba-1 (lba-1ir). Las células Iba-
1 ir se contaron en el SR de la regién CA1 del hipocampo dorsal. El limite superior SR es la capa
piramidal CA1, el limite inferior es Stratum Lacunosum Moleculare (SLM) y el limite lateral es el
Stratum Lucidum (SL) (Figura 19) (Paxinos y Watson 1998). El numero de células Iba-1ir se estimd
mediante una versién modificada del método del disector éptico (Pardo y col. 2016). Para este fin,
se superpuso una cuadricula (drea=22500 um2) sobre imagenes calibradas tomadas con un aumento
de 600 X (3 campos por seccidn, 6-8 secciones por animal) y se contaron las células dentro dicho area.
Las células que hacian contacto con las lineas de los limites inclusién (arriba y a la derecha) de la
cuadricula se incluyeron en el recuento, mientras que las que estaban en contacto con las lineas de
los limites de exclusion (abajo y a la izquierda) de no se contaron. Las células Iba-1 se clasificaron
morfoldgicamente como de Tipo |, II, lll, IV y V sobre la base de criterios previamente documentados
(Zappa Villar y col. 2018; Diz-Chaves y col. 2012). Tipo |, células con pocos procesos celulares (< 2);
Tipo Il, células que muestran de tres a cinco ramas cortas; Tipo I, células con procesos celulares mas
largos y numerosos (> 5) y un cuerpo celular pequefio; Tipo IV, células con somas grandes y procesos
retraidos y mas gruesos y; Tipo V, células con cuerpo celular ameboide, numerosos procesos cortos
e inmunomarcacion lba-1 intensa. Los tipos I, Il y Il se clasificaron como microglia no reactiva,
mientras que los tipos IV y V se consideraron como microglia reactiva. Para cada animal se calculd el
numero de células microgliales reactivas / seccion con asf = 0,387, ssf = 1/6 y tsf = 1. N = 4 animales

por grupo.
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Figura 19. Corte coronal del cerebro de rata. Hemisferio izquierdo correspondiente al Atlas Paxinos
mostrando el hipocampo dorsal. Hemisferio derecho con tincidn Nissl. Recuadro: seccion ampliada del
girodentado mostrando las diferentes regiones celulares. Abreviaturas: CA1, Cornu Ammonis 1; CA2, Cornu
Ammonis 2; CA3, Cornu Ammonis 3; GD, giro dentado; DH, Dentate Hilus; GCL, capa celular granular; SLM,
Stratum Lacunosum Moleculare; SGZ, zona subgranular; SO, Stratum Oriens; SR, Stratum Radiatum; VL,
ventriculo laterale; 3V, tercer ventriculo.

3.2.12. Analisis de Western Blot

3.2.12.1 Preparacion de las muestras

Para obtener lisados de proteinas, se homogeneizaron los hipocampos con buffer RIPA pre-enfriado
(NaCl 150 mM, Triton X-100 al 1 %, desoxicolato de sodio al 0,5 %, SDS al 0,1 %, Tris-HCl 50 mM, pH
8 e inhibidores de proteasas apropiados, pH 7,4). Finalmente, las concentraciones de proteinas se
midieron mediante el ensayo Bradford. Se utilizé albiumina sérica bovina (BSA) (0,1-1 mg/ml) como

estandar. Las muestras se dividieron en partes alicuotas y se almacenaron a -80 °C.

3.2.12.2 Inmunotransferencia

Para cada muestra, se separaron cantidades iguales de proteina (50 pug) mediante SDS-PAGE 10 % y

se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad). Las membranas se bloquearon mediante
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incubacién en leche vacuna descremada al 5 % en solucién buffer salina con Tris/Tween-20 (TBS-T)
durante 1 h a temperatura ambiente vy, luego, se incubaron con anticuerpos primarios contra
sinaptotagmina 1 (SYT1, 1:200; mAb 48 (asv 48), DSHB), sinaptofisina (SYP, 1:200; Santa Cruz
Biotechnology, sc-17750), y vinculina (VIN, 1: 200; Santa Cruz Biotechnology, sc-73614) durante toda

la noche a 4 °C.

Al dia siguiente, las membranas se lavaron con TBS-T y se incubaron con el anticuerpo secundario
anti-ratén (dilucién 1:10000, Jackson ImmunoResearch Laboratories, 115-035-003), conjugado con
peroxidasa de rabano picante (HRP, Horse Radish Peroxidase) durante 3 hs a temperatura ambiente.
Después del lavado con TBS-T, se realizd la visualizacién de la membrana con el sustrato
guimioluminiscente Super Signal West Pico PLUS (Thermo Fisher Scientific, 34577,) en un equipo de
imagenes Chemidoc (Bio-Rad, Hercules, CA, EE. UU.). La densidad dptica relativa de las bandas de
proteina se analizo utilizando el software Imagel. Las cargas de las muestras se normalizaron a la

densidad relativa de la banda de VIN. N = 4 animales por grupo.

3.2.13. Analisis estadistico

Los datos se compilaron y analizaron con el software Sigma Plot v. 11 (San Jose, CA). El andlisis ANOVA
con mediciones repetidas (MR) se aplicd en los datos obtenidos del BM. El test de pares coincidentes
de Wilcoxon se empled para el analisis de GS3. Para IHQ de Iba-1 y la inmunotransferencia de SYT1,
se utilizé el analisis ANOVA. Para los demas estudios, la evaluacion estereoldgica de los datos de los
grupos seniles se examind mediante el test-t de Student no pareado. Todos los datos se representan
como media * error estandar de la media (SEM). Se usaron pruebas post-hoc cuando fue apropiado

(Holm-Sidak y Tukey). P < 0,05 fue establecido como significativo.

3.3 Resultados

3.3.1 Estudio temporal de las MSCs en los ventriculos cerebrales

La fluorescencia del Dil en cortes coronales de cerebros jovenes inyectados con MSCs reveld que
cinco dias después de la inyeccidén, las hBM-MSC marcadas con Dil se ubicaron en contacto cercano
con las células ependimarias. La fluorescencia disminuyd progresivamente a partir del DEx 5. En el

dia del sacrificio (DEx 21), las MSCs marcadas todavia podian observarse cerca de las capas
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ependimarias. Sin embargo, algunas de estas células viajaron una corta distancia desde los espacios

ventriculares hasta el parénquima (Figura 17).

3.3.2 Efecto del tratamiento con MSCs en la cognicion de las ratas seniles

3.3.2.1 Frecuencia de exploracion por agujero

Como se esperaba, la frecuencia de exploraciéon por agujero mostré una distribucion en forma de
campana alrededor del agujero meta en el PT, para los tres grupos experimentales, antes y después
del tratamiento (Figura 20.A-B). Sin embargo, dicha distribucidon estaba menos definida en ratas
viejas que en ratas jovenes. La forma de la campana fue mas aguda en los animales jovenes (recuadro
Figura 20.A-B). En el pre-tratamiento, la forma y la amplitud de la frecuencia de exploracién por
agujero fueron comparables entre los grupos Sc y Smsc (ANOVA MR de dos vias, P = 0,1), y la
frecuencia de exploracién del agujero 0 fue significativamente diferente al resto de los orificios en
ambos grupos seniles (ANOVA MR de dos vias, P < 0,0001) (Figura 20.A). En el post-tratamiento, la
formay la amplitud de la frecuencia de exploracidn por agujero fueron significativamente diferentes
entre los grupos Sc y Smsc (ANOVA MR de dos vias, P = 0,045), con una preferencia mayor por los
agujeros vecinos al meta que por aquellos alejados del GS (Figura 20.B. Factor agujero ANOVA MR
de dos vias, P < 0,0001). Puede observarse para el grupo Smsc que la frecuencia de exploracién del
agujero 0 fue significativamente mayor que en las ratas Sc (test Sidak de comparaciones multiples
versus el grupo de control, P < 0,01). Ademads, existe una interaccién estadisticamente significativa
entre el tratamiento y la posicién del agujero (ANOVA MR tratamiento bidireccional interaccion por

agujero, P =0,008).
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Figura 20. Efecto de la terapia MSCs en la frecuencia de exploracién por agujero. En el pre-tratamiento (A),
Scy Smsc mostraron una frecuencia exploratoria similar alrededor del agujero 0. Después del tratamiento (B),
la frecuencia de exploracion en el agujero O fue significativamente mayor para Smsc que para Sc. La frecuencia
de exploracion en cada uno de los agujeros restantes permanecio similar para Smsc versus Sc. Los recuadros
muestran la frecuencia de exploracién para Yc. Se observa que la frecuencia de exploracién de todos los
agujeros en ratas jévenes es 2,5 veces mayor alrededor del agujero meta que en las contrapartes seniles. N =
8 por grupo. Los datos se expresan como media + SEM. * P < 0,05 versus el agujero Sc correspondiente.
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3.3.2.2. Exploracion del sector meta

Se evalud y comparé la frecuencia de exploracion por agujero de las ratas seniles antes y después del
tratamiento MSCs en los diferentes GS (Figura 21.A). En el GS1, las ratas Sc no mostraron diferencias
significativas antes y después del DEx O (test-t pareado, P = 0,116), mientras que la terapia MSCs
indujo un aumento significativo en la exploracion del GS1 (test-t pareado, P = 0,016) (Figura 21.B).
En el GS3, la frecuencia de exploracién de ambos grupos de ratas seniles mostré una diferencia
significativa antes y después del DE O (test de pares coincidentes de Wilcoxon, P =0,016). En las ratas
Smsc, el tratamiento indujo un aumento significativo en la frecuencia de exploracién del GS3 (test-t
pareado, P =0,015) (Figura 21.C). Cuando se compard la progresién en la frecuencia exploratoria GS3
(post-tratamiento - pre-tratamiento), las ratas Smsc presentaron una mejoria en este parametro,

pero el grupo Sc mostré un comportamiento deficiente (test-t pareado, P = 0,001) (Figura 21.D).
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Figura 21. Efecto de la terapia de MSCs en la frecuencia de exploracién del sector meta. Representacion
esquematica de los sectores meta (GS1 y GS3) en el Laberinto de Barnes (A). Frecuencia exploratoria en GS1
(B); en el post-tratamiento, Sc no mostré cambios significativos mientras que Smsc aumenté
significativamente la exploracién del agujero meta. Frecuencia exploratoria en GS3 (C); Sc y Smsc mostraron
cambios significativos en el post-tratamiento, con una disminucién para Sc y un aumento notable para Smsc.
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Progresion en la frecuencia exploratoria en GS3 (D); se observé una progresion negativa en el grupo Scy una
progresidn positiva en Smsc. Abreviaturas: GS, sector meta. N = 8 por grupo. Los datos se expresan como
media £ SEM. * P < 0,05: ***, P <0,001.

3.3.3 Efecto del tratamiento con MSCs en el hipocampo de ratas seniles

3.3.3.1 Cambios morfométricos

Se realizé una evaluacién estereoldgica de neuroblastos y células microgliales en el hipocampo dorsal

de ratas controles jovenes y seniles, asi como en ratas seniles tratadas con MSCs.

Respecto a la inmunomarcaciéon para evaluar neurogénesis en el GD (Figura 22.A-C), se detectd un
aumento significativo en el nimero de células DCX (neuroblastos) en ratas seniles controles versus
tratadas con MSCs (Test-t pareado no pareada, P =0,042). Como se esperaba, el nimero de neuronas

DCX en la misma region fue mucho mayor en ratas jovenes que en ratas viejas (Figura 22.D).
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Figura 22: Expresion de doblecortina (DCX) en el giro dentado (GD) de ratas jovenes intactas (Yc), seniles
intactas (Sc) y seniles + MSCs (Smsc). Secciones coronales del GD en animales representativos de cada grupo
que muestran las neuronas DCX (A-C). Cuantificacion de células DCXir en el GD de ratas seniles (D). El recuadro
muestra el niUmero de células DCXir en la misma regidn del hipocampo de ratas Yc. Abreviaturas: dh, dentate
hilus; gcl, capa celular granular; m/, capa molecular; DCXir, DCX inmunorreactiva. N = 4 por grupo. Los datos
se expresan como media = SEM. Se hicieron comparaciones entre grupos seniles, * P < 0,05. Barra de escala
25 um.
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Las células microgliales lba-1ir del SR hipocampal (Figura 23.A-C) fueron cuantificas y clasificadas
como reactivas y no reactivas. Como se esperaba, el nimero de células microgliales reactivas
aumentd en las ratas seniles pero el tratamiento MSCs indujo una disminucién significativa de este
parametro (Figura 23.D. ANOVA de una via, P = 0,075). El nUmero de células microgliales no reactivas
en las ratas seniles MSCs aumentd significativamente en comparacién con los controles seniles
(Figura 23.E. ANOVA de una via, P = 0,002). El tratamiento MSCs no indujo cambios significativos en
las células Iba-1 totales (Figura 23.F. ANOVA de una via, P = 0,076).
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Figura 23. Células Iba-1 en el hipocampo de ratas seniles tratadas con MSCs. Cortes coronales del hipocampo
dorsal en animales representativos de cada grupo que muestran células Iba-1lir. Las microfotografias de la
izquierda de los grupos Yc (A), Sc (B) y Smsc (C) muestran células Iba-1ir en el SR. Los graficos de la derecha
muestran la cuantificacion de la microglia reactiva (D), no reactivo (E) y total (F) en el SR de Yc, Sc y Smsc.
Abreviaturas: Iba-1ir, Iba-1 inmunorreactivas; SR, Stratum Radiatum. N = 4 por grupo. Los datos se expresan
como media + SEM. Se hicieron comparaciones con el grupo Sc, ** P < 0,01; *** P <0,001. Barra de escala 50
um.
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3.3.3.2 Cambios en proteinas presinapticas

Con el fin de explorar el efecto de las MSCs en las sinapsis del hipocampo senil, se determinaron los
niveles de dos proteinas presindpticas mediante analisis de WB. Ni la edad ni el tratamiento indujeron
cambios en los niveles de SYP, una proteina pequena de vesiculas presinapticas que contienen
neurotransmisores (Wiedenmann y Franke 1985) (Figura 24.C. ANOVA de una via, P = 0,588). Sin
embargo, SYT1, una proteina de membrana asociada a las vesiculas presinapticas que actia como
sensor de calcio para la liberacién rapida de neurotransmisores desde terminales nerviosos
presinapticos (Fox y Sanes 2007), mostré una disminucion significativa en ratas seniles (Figura 24.B.

ANOVA de una via, P = 0,001).
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Figura 24. Efecto de la terapia MSCs en los niveles de proteinas hipocampales de rata. Imagenes
representativas de los niveles de las proteinas VIN, SYT1 y SYP en el hipocampo de cada grupo experimental
(A). Cuantificacion de los niveles de proteina de SYT1 (B) y SYP (C), normalizados a la densidad relativa de VIN.
Se observé una disminucidn significativa en los niveles de proteina SYT1 en las ratas Sc, mientras que la terapia
celular condujo a una recuperacién del nivel de SYT1 en las ratas Smsc. Los niveles de proteina SYP tienden a
disminuir en el grupo Sc, pero no se observan diferencias significativas entre los grupos experimentales.
Abreviaturas: VIN, Vinculina; SYT1, sinaptotagmina 1; SYP, sinaptofisina. N = 4 por grupo. Los datos se expresan
como media * SEM. Se realizaron comparaciones entre grupos, * P <0.05; *** P <0.001.

3.4 Discusion

Estudios previos han demostrado que inyecciones iv crénicas de hMSCs derivadas de membrana
amnidtica o de tejido adiposo prolongan la vida en ratas macho Fisher F344 de 10 meses de edad, en
un 23 y un 31 %, respectivamente. Dichas hMSCs mejoraron las funciones cognitivas vy fisicas de las
ratas Fisher envejecidas naturalmente (Kim y col. 2015). Los hallazgos anteriores, junto con
resultados de otros autores (Shen y col. 2011) y de nuestro grupo sugieren que las MSCs poseen la
capacidad de retardar la declinacion relacionada con la edad, tipica de especies animales superiores,

cuando el tratamiento se inicia durante la edad adulta. De este modo, en nuestro laboratorio se ha
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demostrado que la inyeccion iv crénica de hMSCs en una rata a partir de los 6 meses de edad,
prolonga notablemente (22 %) su vida (44 meses de vida maxima frente a los 36 meses promedio,
tipicos de ratas de laboratorio estdndar) (Mansilla y col. 2016; Warmack y col. 2016). En el presente
estudio, centramos nuestro trabajo en el efecto del tratamiento con MSCs sobre ratas envejecidas,
en un intento por determinar si la administracion de hBM-MSCs en ratas seniles podria restaurar su

rendimiento cognitivo deficiente y la morfologia alterada del hipocampo.

Elegimos la via de administracion ependimaria para evitar la pérdida de MSCs en compartimentos
extraneurales, como el higado y los pulmones. Dado que los resultados del estudio temporal post-
inyeccion icv revelan un numero cada vez menor de MSCs con el transcurso de los dias, pareceria que
las MSCs inyectadas tienen un tiempo de permanencia limitado en los espacios cerebroventriculares
de animales viejos. El modesto numero de células Dil(+) observado en el parénquima cerebral de
nuestras ratas seniles difiere de los hallazgos documentados en ratas jovenes inyectadas con MSCs
(Tfilin y col. 2010). En ese estudio, después del trasplante, las MSCs migraron principalmente a las
regiones ipsilaterales de CA1 y CA3 y GD del hipocampo y, en menor medida, a otras regiones del
cerebro. Los autores utilizaron MSCs derivadas de médula dsea de ratas pertenecientes a un modelo
genético de depresion (FSL), mientras que en nuestro estudio se utilizaron las MSCs derivadas de

médula ésea humana, diferencia que podria explicar el contraste observado en la migracion.

Con respecto al efecto de las hBM-MSCs en el comportamiento, nuestros resultados en ratas seniles
muestran una mejora inducida por el tratamiento en la precisidn para ubicar el sector meta en el test
BM, en linea con la evidencia de mejora cognitiva documentada en modelos de neurodegeneracién
en roedores. En este contexto, se ha informado que la administracidn intrahipocampal de MSCs
derivadas de sangre de cordén umbilical humano (hUC-MSCs) en un modelo de EA en ratén,
restablecid parcialmente el rendimiento cognitivo evaluado mediante el test MWM (Lee y col. 2010).
Ademads, en el estudio en ratas FSL mencionado previamente, se inyectaron MSCs de rata (10°
células/ bilateralmente) en los VL y 12 dias después, se evaluaron los animales mediante el test de
nado forzado (FS); los resultados revelaron que las ratas FSL trasplantadas con MSCs tuvieron una

mejora significativa en su comportamiento (Tfilin y col. 2010).

Nuestra observacion de que el tratamiento con MSCs incrementa significativamente el nimero de
neuronas DCX en el GD de las ratas seniles sugiere un aumento leve pero significativo en la

neurogénesis o en la vida media de los neuroblastos en esta region. En efecto, se ha informado que
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las hMSCs implantadas en el GD del hipocampo de ratones inmunodeficientes, promueven la
neurogénesis (Munoz y col. 2005). En el estudio de Tfilin y col, 2010, citado anteriormente, los
autores observaron que después de la administracion de MSCs-icv, aumentd la neurogénesis en el
GD hipocampal ipsilateral y se correlacioné con el comportamiento en las ratas tratadas (Tfilin y col.

2010).

Al momento de explorar los mecanismos por los cuales las MSCs mejoran las lesiones del SNC, la
premisa inicial fue su migracién a los tejidos lesionados y posterior transdiferenciacién para
reemplazar las células neurales dafiadas (Kopen, Prockop y Phinney 1999; Qu y col. 2008). Sin
embargo, estudios mas recientes demostraron que las MSCs trasplantadas ejercen su efecto
terapéutico sin evidencia de implante (Lee y col. 2009; Janowski, Wagner y Boltze 2015; Wang y col.
2012), lo que indica que sus capacidades regenerativas y diferenciadoras pueden no desempenar un

papel relevante en la reparacion del tejido.

Ademas, se sabe que cuando son estimuladas por sefiales inflamatorias, las MSCs secretan una
variedad de moléculas bioactivas, como factores tréficos y moléculas antiinflamatorias capaces de
modular el microambiente del huésped (Scuteri y col. 2011), constituyendo probablemente el
principal mecanismo responsable de sus efectos terapéuticos cuando se administran por via icv o iv
(Meirelles y col. 2009). Es posible que algunos de los factores neurotroficos responsables de estos
efectos provengan de las propias MSCs, tal como lo sugiere un estudio en el que el analisis de una
biblioteca de ADNc de MSCs humanas reveld la expresién de transcriptos que codifican BDNF y factor
neurotréfico beta del sistema nervioso (B-NGF). Ademas, la inmunotincidn demostré que las
proteinas BDNF y B-NGF estaban restringidas a subpoblaciones especificas de MSCs, lo que se
confirmd mediante el analisis ELISA de 56 subclones separados de hMSCs (Crigler y col. 2006). Por lo
tanto, existe la posibilidad de que los factores neurogénicos liberados por nuestras hBM-MSCs en el
espacio cerebroventricular alcancen las células del hipocampo, induciendo una mejora moderada en

la funcién y la estructura hipocampal.

La reactividad inmune y los procesos inflamatorios aumentan en el cerebro con el envejecimiento
(Lucin y Wyss-Coray 2009), y la microglia desempefia un papel central en esta desregulacién (Luo,
Ding y Chen 2010; Norden y Godbout 2013). La inmunidad innata dentro del SNC se origina
principalmente en la microglia residente, células cerebrales esenciales en la vigilancia inmunoldgica

y en mediar respuestas coordinadas entre el sistema inmune y el cerebro. Con el envejecimiento
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normal, la microglia desarrolla un fenotipo mds reactivo. También hay diferencias importantes en la
biologia microglial entre la juventud y la vejez cuando el sistema inmunolégico es desafiado vy la
microglia activada. En este contexto, la activacidon microglial se amplifica y se prolonga en el cerebro
envejecido en comparacién con los cerebros adultos. La prolongada activacion microglial conduce a
la liberacidon de citoquinas proinflamatorias que exacerban la neuroinflamacién, lo cual contribuye a
la pérdida neuronal y al deterioro de la funcion cognitiva (Luo, Ding y Chen 2010; Norden y Godbout

2013).

Como se esperaba, el numero de células microgliales reactivas en el SR de nuestras ratas seniles fue
significativamente mayor que en los controles jovenes; sin embargo, después del tratamiento con
hBM-MSC, la cantidad de células microgliales reactivas en el SR de ratas seniles revirtié a los niveles
de los animales jévenes. Esto se condice con la evidencia de que las MSCs derivadas de médula 6sea
mantienen el fenotipo en reposo de la microglia e inhiben la activacidn microglial a través de la
produccién de varios factores (Yan y col. 2013). Por otra parte, ni el envejecimiento ni el tratamiento

con MSCs parecieron modificar el niUmero total de células microgliales en el SR de nuestras ratas.

Ademas, debe sefialarse que hay cada vez mas evidencia que respalda el papel relevante de la
microglia en la remodelacion de los circuitos sindpticos (Weinhard y col. 2018; Paolicelli y col. 2011;
Schafer y col. 2012; Sipe y col. 2016; Tremblay, Lowery y Majewska 2010). En particular, se observo
gue la microglia modula las sinapsis mediante la eliminacién de componentes presinapticos
(Weinhard y col. 2018; Schafer y col. 2012). El presente estudio revelé una expresién diferencial de
la proteina presinaptica SYT1 en el hipocampo de ratas seniles. Resulta de interés que el trasplante
Unico de MSCs en estos animales restaurd los niveles de SYT1 a valores de animales jévenes. Esta
observacion estd en linea con un estudio en un modelo de envejecimiento convencional en ratones
en el que las hUC-MSCs mejoraron notablemente la plasticidad sinaptica en el area CA1l del

hipocampo envejecido (Cao y col. 2017).
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CAPITULO IV: CARACTERIZACION DEL MODELO IN VIVO DE ENFERMEDAD DE ALZHEIMER
ESPORADICA INDUCIDO POR LA ADMINISTRACION INTRACEREBROVENTRICULAR DE
ESTREPTOZOTOCINA EN RATAS (Objetivo especifico 2)

4.1 Resena Introductoria

La EAE es la forma mas frecuente de demencia, por lo que existe una creciente necesidad de un
modelo experimental que permita recapitular las marcas patoldgicas de la enfermedad. Respecto a
esto, la inyeccién de STZ-icv en ratas constituye un modelo promisorio, ya que los animales
desarrollan un estado cerebral insulino-resistente junto con déficits cognitivos. Si bien una
importante cantidad de estudios han caracterizado a este modelo de EAE, nuevos estudios

morfoldgicos y de comportamiento son necesarios para una validacién y aceptacién completa.

En el presente capitulo, caracterizamos los efectos de la inyeccion de STZ-icv a corto plazo tanto en
el comportamiento como en lo morfometria del hipocampo, luego de la exposicion a dosis bajas y

altas de STZ.

4.2 Materiales y métodos

4.2.1 Animales

Se utilizaron ratas macho SD de tres meses de edad, con un peso de 280-330 g (INIBIOLP, Facultad

de Medicina, Universidad Nacional de La Plata, Argentina).

Se alojaron 3 animales por jaula en una habitacién de bioterio con temperatura controlada (22-24
°C), ciclos de 12 hs de luz / 12 hs de oscuridad (luces de 7 am a 7 pm), con alimento y agua disponibles

a voluntad.

Los experimentos fueron llevados a cabo de acuerdo con las guias de bienestar animal del NIH
(A5647-01). La aceptabilidad ética de nuestros protocolos animales fue aprobada por el CICUAL de la
FCM, UNLP (T10-01-2013).

4.2.2 Procedimientos quirtirgicos

Las ratas recibieron analgesia con tramadol (10 mg/kg de PC, ip), luego fueron anestesiadas con
clorhidrato de ketamina (40 mg/kg de PC, ip) y xilacina (8 mg/kg de PC, im) y se situaron en un aparato
estereotaxico. Se colocaron canulas guia de acero inoxidable (aguja de calibre 21) dirigidas hacia los

VL. Las coordenadas estereotdxicas para la infusidn icv se midieron como 0,92 mm posterior a

81



bregma; 1,5 mm lateral a la sutura sagital y 3.9 mm por debajo de la superficie del cerebro (Paxinos
y Watson 1998). Las canulas se fijaron al craneo con cemento dental. Después de la cirugia, se inyectd
una Unica dosis de ampicilina. Después del experimento, se confirmd la ubicacidon de las canulas en

los VL.

4.2.3 Evaluacidn de la memoria espacial

El protocolo del BM utilizado aqui fue previamente descripto en la seccion 3.2.5 (Figura 27). Los

pardmetros de comportamiento evaluados fueron los siguientes:

a. Latencia: Tiempo (en s) que demora un animal desde la cdmara de inicio hasta que ingresa a la caja

de escape (durante un AT), o hasta la primera exploracion del agujero de escape (durante un PT).

b. Errores: NUmero de exploraciones en agujeros diferentes al de escape desde el cilindro de inicio
hasta que ingresa a la caja de escape (durante un AT), o hasta la primera exploracion del orificio de
escape (durante un PT). Cada exploracién de un agujero incorrecto se cuenta como un error, siempre

gue la rata baje la nariz por debajo del plano de la superficie de la mesa.

c. Frecuencia de exploracion total: suma del nimero total de exploraciones en cada agujero del

laberinto, durante un PT.

d. Frecuencia de exploracion en el GS: suma del nimero de exploraciones para los agujeros -1, 0y 1

divididos por 3, durante un PT.

e. Estrategias de busqueda (Pompl y col. 1999): las estrategias de busqueda se clasificaron como
directa, serial y aleatoria segun lo descrito por Barnes (Barnes 1979). En resumen, en la estrategia
directa el animal se mueve desde el centro del laberinto directamente hacia el agujero de escape, sin
visitar los agujeros a mas de dos orificios de distancia del de escape; en la estrategia serial, el animal
se mueve alrededor del borde del laberinto pasando por al menos tres agujeros adyacentes; en la
estrategia aleatoria, el animal realiza una busqueda no sistematica con multiples cruces a través del
centro del laberinto. A la estrategia general para una rata se le asignd uno de los siguientes puntajes:
directa = 1, serial = 2 y aleatoria = 3, y esta puntuacion se evalud cada 2 dias de adquisicion. La
estrategia de busqueda se analizd utilizando el porcentaje de ensayos en el que se utilizé cada

estrategia y se evalud cada dos dias de adquisicidn (2 dias / evaluacion).

82



4.2.4 Evaluacion de la memoria de reconocimiento

El test NOR se basa en la capacidad de las ratas para mostrar preferencia por objetos novedosos. En
el dia 1, las ratas se habituaron individualmente (120 s) a una arena abierta (caja cuadrada, 65 x 65 x
45 cm). En el dia 2, se realizo la sesion de entrenamiento (120 s), en la cual las ratas se colocaron en
la arena junto con dos objetos idénticos (OF1 y OF2). En el dia 3, se realizdé la sesién de
reconocimiento (120 s), donde las ratas se colocaron nuevamente en la misma arena, en la que uno
de los objetos fue reemplazado por un objeto nuevo (ON) de dimensiones similares, pero con una
forma y color diferente. El comportamiento de exploracién se evalué mediante la cuantificacidn del

tiempo dedicado a la exploracién de cada objeto (Nanfaro y col. 2010).

La exploracién se definiéd como la orientacion del hocico del animal hacia el objeto, dentro de un
rango de 2 cm o menos desde el objeto. Los objetos, las paredes y el piso se limpiaron
cuidadosamente con etanol (10 %) después de cada prueba individual para eliminar las sefiales
olfativas. El comportamiento se registr6 mediante una cdmara de video conectada a una
computadora. El desempeno de cada animal se determind utilizando el software Kinovea v0.7.6
(http://www.kinovea.org). Las mediciones de prueba NOR fueron las siguientes: a. Tiempo de
exploracion total de los dos objetos idénticos en la sesidon de entrenamiento, y b. Tiempo de
exploracion total del objeto novedoso en la sesion de reconocimiento. La discriminacion entre el
objeto familiar y el novedoso durante la sesién de reconocimiento se midié comparando el tiempo

dedicado a la exploracién del objeto novedoso versus objeto familiar.

4.2.5 Diseiio experimental

Una semana antes de la inyeccion de STZ, se implanté icv una cdnula en todos los animales. Luego,
en el DEx 0, dieciocho animales fueron divididos aleatoriamente en tres grupos de seis animales cada
uno: I-Sham, cada rata recibid bilateralmente 5 pl de LCR artificial (LCRa) (NaCl 120 mM, KCI 3 mM.,
CaCl2 1,15 mM, MgClI2 0,8 mM, NaHCO3 27 mM y NaH2PO4 0,33 mM, ajustado a pH 7,4); 11-STZ1,
cada rata recibié una inyeccion icv bilateral de STZ (Sigma-Aldrich, CAS 18883-66-4) 1 mg/kg; 111-STZ3,
cada rata recibidé una inyeccion icv bilateral de STZ 3 mg/kg. La concentracidn del farmaco se ajustd
de acuerdo con el PC de cada animal, y se administré un volumen de 5 pl/ventriculo usando una
jeringa Hamilton de 10 ul dentro de las cdnulas. Se registraron los pesos corporales cada 48 hs
durante todo el experimento. En el DEx 13, las ratas se sometieron al protocolo del BM durante 9

dias, un dia de habituacion seguido de 3 dias con dos AT diarios. Veinticuatro horas después del
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ultimo AT (AT6), en el DEx 17, las ratas se sometieron a un PT (PT1). Con el fin de evaluar el
rendimiento cognitivo en el tiempo, 4 dias después del PT1, las ratas se sometieron a un segundo PT
(PT2). Para el protocolo del test NOR, las ratas se habituaron individualmente a la arena abierta en el
DEx 22. Al dia siguiente, se realizé la sesidon de entrenamiento y, después de 24 hs, se llevd a cabo la
sesion de reconocimiento. El Ultimo dia (DEx 25) se procedié a la eutanasia de todas las ratas

mediante rdpida decapitacion (Figura 25).

Dias Experimentales
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Cirugiade STZ/LCRa 7> AT1-2 AT34 AT56 PT1 PT2 2/NOR NOR NOR Eutanasia
canulacién icv f Hab. Hab. Entr. Reco.

R/

Figura 25. Disefo experimental y estudio temporal del peso corporal. El DEx -7 se colocaron canulas de acero
inoxidable en los ventriculos laterales de las ratas. En el DEx 0, se inyectd STZ o LCRa estereotaxicamente. La
habituacion al test BM se realizé el DEx +13. Posteriormente, desde el DEx +14 al DEx +16, todos los animales
se sometieron a dos AT diarios de 120 s. El PT1 y el PT2 se realizaron los DEx + 17 y +21, respectivamente. Los
DEx +22 y +24, se realizd el test NOR. Finalmente, el DEx +25, se realizo la eutanasia de las ratas y los cerebros
conservaron para los analisis posteriores. Abreviaturas: AT, ensayo de adquisicién; BM, laberinto de Barnes;
DEx, dia experimental; Entr, sesién de entrenamiento; Reco, sesién de reconocimiento; Hab, habituacion;
LCRa, liquido cefalorraquideo artificial; NOR, test de reconocimiento del objeto nuevo; PT, ensayo de prueba.

4.2.6 Procesamiento de los cerebros

Los cerebros fueron removidos rapidamente y se dividieron en hemisferios derecho e izquierdo. Los
hemisferios izquierdos se fijaron en PFA al 4 % (pH 7,4) durante toda una noche a 4 °C.
Posteriormente, los cerebros se mantuvieron en solucién criopreservadora a -20 °C hasta su
procesamiento para IHQ. Estos hemisferios se cortaron coronalmente en secciones de 40 um de
espesor con vibratomo (VT1000S; Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania) y se dividieron en 6 series,
cada serie contiene una de cada seis secciones. De esta manera se obtiene un conjunto de secciones
seriadas no contiguas que abarcaban el hipocampo dorsal. En el hemisferio derecho se disecé el
hipocampo cuidadosamente como se describié anteriormente (Glowinski y Iversen 1966) y se

almacend a -80 °C hasta el analisis de WB.
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4.2.7 Inmunohistoquimica

Todas las técnicas de IHQ se realizaron sobre secciones con flotacion libre. Para cada animal, se
procesd una serie por IHQ. Se usaron los siguientes anticuerpos: anticuerpo monoclonal de ratén
anti-NeuN (marcador de nucleos celulares neuronales, dilucion 1:850, Millipore, MAB377);
anticuerpo policlonal de conejo anti-lba-1 (marcador de células de microglia, dilucién 1: 1000; Wako,
016-20001); y anticuerpo policlonal de conejo anti-GFAP (marcador de astrocitos, dilucion 1:1500;
DAKO, Z0334). Después de la incubacién durante una noche a 4 °C con el anticuerpo primario, las
secciones se incubaron con anticuerpo de cabra anti-ratén biotinilado (dilucién 1:300; Vector
Laboratories, BA-9200) o un anticuerpo anti-conejo de cabra biotinilado (dilucién 1:300; Vector
Laboratories, BA-1000), segun corresponda, durante 120 minutos, se enjuagd e incubd con complejo
avidina-biotina-peroxidasa (dilucién 1:500; Vector Laboratories, PK-6100) durante 90 min y luego se
incubd con DAB o VIP (Vector Laboratories, SK-4600). Las secciones se colorearon con la tincién Nissl
para visualizar los puntos de referencia anatémicos. Finalmente, se deshidrataron y se montaron con

Vectamount (Vector Laboratories) y se usaron para el andlisis de imagenes.

4.2.8 Obtencidn y analisis de imagenes

Centramos nuestro analisis en las neuronas maduras de la capa piramidal de CAl y las células
microgliales y astrogliales del SR, cuyo limite superior es la capa piramidal de CA1, el limite inferior
es el SLM vy el limite lateral es el SL del hipocampo dorsal (Montgomery 1994). Para la toma de las
imagenes utilizamos un microscopio Olympus BX-51 conectado a una cdmara de video Olympus DP70

CCD (Tokio, Japon).

4.2.9 Volumen del Stratum Radiatum

El volumen del SR se estimé empleando el método de Cavalieri (Howard y Reed 2004). Se siguio la
féormula V=t x 2Ai, en donde t es la distancia entre las secciones y ZAi representa la suma de areas de
cada seccidn. Se muestrearon cuatro secciones coronales tefiidas con Nissl, separadas 240 um en el
eje anterior-posterior. Para cuantificar el area del SR de cada seccidn, la muestra se delimitd
estableciendo dos limites que varian en funcion de la morfologia de la region y dos limites fijos
(laterales). Dichos limites son: la capa piramidal de CA1 como el limite superior, el 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 (Paxinos y Watson 1998). Es decir, un menor volumen estd regido por

un acortamiento de la distancia entre los limites superior e inferior.
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4.2.10 Analisis de neuronas maduras

Las neuronas maduras fueron detectadas como células NeuN inmunorreactivas (NeuNir). Con el fin
de analizar una posible neurodegeneracion, se determind el drea inmunorreactiva (IRA) para NeuN.
Para este propédsito, se segmentaron digitalmente tres secciones por animal y tres campos por
seccion correspondientes a las neuronas NeuNir de la capa piramidal de CA1, usando el software
Image ProPlus v5.1 (IPP, Media Cybernetics). Para cada animal, la suma de las dreas inmunorreactivas
se multiplicé por el nUmero de muestreo de la seccidn (area NeuNir x 6). Para cada dato de drea, se
determind el fondo de las imagenes ajustando manualmente la ventana de densidad del sistema
(West 1993), hasta que solo se seleccionaron las neuronas NeuNir. Se determind, ademas, la longitud
promedio del eje mayor del nucleo celular como un parametro de cambio morfolégico; este
parametro se midié manualmente usando la herramienta de medicion IPP en un minimo de 10

nucleos por seccion (30 por animal).

4.2.11 Analisis de células microgliales

Para el analisis de las células microgliales en el SR se procedié como fue descripto en la seccion 3.2.11.

4.2.12 Anadlisis de células astrogliales

El analisis de células astrogliales se llevd a cabo en CA1 (SR), GD (DH), y CA3 (SL). La evaluacién
morfolégica de astrocitos GFAP inmunoreactivos (GFAPir) fue realizada en SR, DH y SL. Con el fin de
estimar el area ocupada por los cuerpos y procesos celulares, los astrocitos GFAPir se segmentaron
como se describe en la seccion 4.3.10, para el caso de neuronas maduras. Para cada animal, la suma
de las areas inmunorreactivas se dividid por el nUmero de secciones (area / seccidon de GFAPir). El
area promedio del grupo Sham se considerd el 100 % de GFAPir y el porcentaje del area de cada

animal se calculd con relacion a este valor.

Para estudiar la complejidad de procesos astrogliales, los astrocitos GFAPir se evaluaron mediante el
analisis de Sholl (Sholl 1953). De cada rata, se eligieron 25 astrocitos al azar a partir de imagenes
tomadas con gran aumento (1000 X) en secciones coronales representativas que abarcaban el SRy
el SL. Posteriormente las imagenes se convirtieron en monocromaticas de 8 bits y se analizaron
mediante el plugin de analisis Image J Sholl (http://imagej.net/Sholl). Esta técnica consiste en
superponer una mascara con anillos concéntricos distribuidos a distancias iguales (5 um), centradas

en un soma celular. Se calculd el nimero de intersecciones de los procesos por anillo (i) y un indice
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de complejidad de las ramificaciones. Posteriormente, 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). Se
promedid para cada astrocito, la longitud de los procesos y su complejidad de ramificaciones a cada

distancia del soma; estos datos se utilizaron para el analisis estadistico entre los grupos.

4.2.13 Analisis de Western Blot

La preparacion de las muestras, cuantificacion proteica, inmunotransferencia y analisis
semicuantitativo se realizd como se describid previamente en la seccion 3.2.12. Cada muestra,
conteniendo igual cantidad de proteinas (75 ug), transferidas a membranas de nitrocelulosa, fue
incubada con anticuerpos primarios contra la PPA y el péptido BA (1:200; sc-28365, Santa Cruz
Biotechnology), pTau (ser 396) (1:200; sc-101815, Santa Cruz Biotechnology), Tau total (1:150; 5A6,
DSHB) y B-Actina (1:1000; sc-47778, Santa Cruz Biotechnology). Luego, se incubaron con el
anticuerpo secundario correspondiente anti-raton HRP (1:10000, Jackson ImmunoResearch
Laboratories, 115-035-003) o anti-conejo HRP (1:5000, Thermo Fisher Scientific, 32460). Se usé B-

actina como control de carga por muestra para PPA, BA, pTau y Tau total.

4.2.14 Andlisis estadistico

Para la latencia y el analisis de errores del test BM, se promediaron los datos de cada AT; estos
pardmetros junto con el PC se analizaron mediante ANOVA de dos vias con medidas repetidas,
teniendo en cuenta los factores grupos y dias. En el test NOR, las comparaciones del tiempo total de
exploraciéon de los objetos familiares y novedosos durante las sesiones de entrenamiento vy
reconocimiento se examinaron mediante t-Test de Student pareado. Los datos estereoldgicos y los
de WB se analizaron mediante ANOVA de una via o test no paramétrico de Kruskal-Wallis. Se usaron
pruebas post-hoc cuando fue apropiado. Todos los datos se representaron como media + SEM y se
estimaron utilizando el software GraphPad Prism 6. (Graph- Pad Software, San Diego, CA, Estados

Unidos). Se consideraron diferencias significativas a valores de P < 0,05.

4.3 Resultados

4.3.1 Reduccion del peso corporal en las ratas tratadas con STZ

Como se describid en la seccién de métodos, los cambios en el PC se evaluaron en todos los animales
en intervalos regulares. Los resultados de la Figura 26 y su recuadro muestran que el peso de las ratas

de los grupos STZ1 y STZ3 disminuyd hasta DEx +1 y +7, respectivamente. Después de ese periodo,
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aunque ambos grupos con STZ comenzaron a recuperar peso, se mantuvo una significativa reduccion
del PC en las ratas tratadas con STZ3 en comparacién con los animales Sham, hasta el DEx +25

(ANOVA de dos vias, P <0,0001).
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Figura 26. Variacidon temporal del peso corporal. El PC de todas las ratas se registrd a lo largo del experimento
cada dos dias. Se observd una significativa reduccion del PC en las ratas tratadas con STZ3 hasta el DEx +25. El
recuadro muestra los valores de ganancia de PC desde el DEx -1 hasta el DEx +11. Abreviaturas: DEx, dia
experimental; PC, peso corporal. N = 6 por grupo. Los datos se expresan como media * SEM. Las
comparaciones se realizaron versus los datos correspondientes del grupo Sham. *P <0.05; **P <0.01; ***p
<0.001.

4.3.2 Efecto de la administracion de STZ-icv en el aprendizaje y la memoria de referencia espacial
en ratas

4.3.2.1 Latencia

Para evaluar la memoria espacial en ratas, utilizamos el test BM modificado. En los ensayos de
adquisicidn, la latencia para alcanzar el agujero de escape disminuyd rdpidamente después del AT2,
en los grupos Sham y STZ1, lo que indica curvas de aprendizaje similares. Sin embargo, la latencia se
mantuvo consistentemente mas alta en el grupo STZ3 y fue significativamente diferente en el AT6 en

comparacion con el grupo Sham (Figura 27.A. ANOVA de dos vias MR, P =0,02).

En los PT, cuando se retird la caja de escape para evaluar retencién de la memoria espacial, el grupo

STZ3 mostrd una latencia mas larga para alcanzar por primera vez el agujero meta, tanto en el PT1 (1
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dia después del AT6) como en el PT2 (5 dias después del AT6); este aumento fue significativo en el
PT2 (Figura 27.B. ANOVA de una via, P =0,01), mientras que fue solo una tendencia en el PT1 (Figura
27.B. ANOVA de unavia, P =0,2).

4.3.2.1 Errores

Durante los ensayos de entrenamiento, el nimero de errores cayd bruscamente en los animales
Sham y STZ1, indicando curvas de aprendizaje similares. Sin embargo, en el grupo STZ3, el numero
de errores disminuyo ligeramente hasta alcanzar una meseta en los AT2-5 y finalmente aumento en

el AT6 (Figura 27.E. ANOVA de dos vias MR, P = 0,06).

En las sesiones de prueba, este parametro no ha mostrado diferencia entre los tres grupos en el PT1
(Figura 27.F. ANOVA de una via, P = 0,77). Sin embargo, en el PT2 las ratas STZ3 mostraron un
aumento significativo en el nimero de errores cometidos hasta alcanzar el agujero meta en

comparacion con las ratas Shamy STZ1 (Figura 27.F. ANOVA, P = 0,006).

4.3.2.2 Frecuencia de exploracion total

Se observo una disminucidn significativa en la frecuencia de exploracion total (suma del numero de
exploraciones totales en los agujeros del laberinto) en los animales STZ3 en ambos ensayos de prueba

(PT1yPT2) (Figura 27.C. ANOVA de unavia, P =0,0058 y P = 0,0204 para PT1y PT2, respectivamente).

4.3.2.3 Frecuencia de exploracidon en el sector meta

La frecuencia de exploracién del GS (nimero promedio de exploraciones en los agujeros 0, 1y -1) fue
considerablemente menor en las ratas STZ3 en ambos PT (Figura 27.G. ANOVA de unavia, P=0,03y
P = 0,04 para PT1 y PT2, respectivamente), lo que corrobora un deterioro en la memoria espacial.
Contrariamente, la frecuencia de exploracidén para el sector no meta se vio menos afectada por la

administracion de STZ (datos no mostrados).

4.3.2.4 Estrategias de busqueda

Los resultados de las estrategias de busqueda se muestran en la Figura 27.D. Los animales Sham vy
STZ1 mostraron puntajes de estrategia similares. Comparado con el grupo Sham, el grupo STZ3 tuvo
puntuaciones significativamente mayores (P = 0,0176), con un incremento en el porcentaje de
estrategia aleatoria (random) junto con una disminucién en el porcentaje de estrategia espacial

(datos no mostrados) demostrando la preferencia por una estrategia de busqueda menos efectiva.
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Figura 27. Efecto de la STZ sobre el desempefio cognitivo en el laberinto de Barnes. Latencia a la caja de
escape en AT (A) y PT (B); la latencia se mantuvo mas alta en el grupo STZ3 en AT y PT. NUmero de errores en
AT (E) y PT (F); en el grupo STZ3, los errores aumentaron en el AT6 y PT2. Frecuencia de exploracidn total (C)
y frecuencia de exploracién en GS (G) en el PT1 y PT2; La frecuencia de exploracién total y en GS fue
significativamente menor en los animales STZ3 versus Sham, en ambos PT. Puntajes (score) de las estrategias
de busqueda del agujero meta (D); el grupo STZ3 mostré un aumento significativo en los scores, lo cual indica
una preferencia por la estrategia aleatoria. Representacién esquematica del laberinto (H). Abreviaturas: AT,
ensayo de adquisicion; GS, sector meta; PT, ensayo de prueba. Los datos se expresan como media = SEM. N =
6 por grupo. Las comparaciones se realizaron versus los datos correspondientes del grupo Sham. * P <0.05.
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4.3.3 Deterioro de la memoria de reconocimiento en ratas tratadas con STZ-icv

El dia 23 después de la inyeccidon de STZ-icv, en la sesién de entrenamiento que involucrd dos objetos
familiares idénticos (OF1 y OF2), como era de esperar, todas las ratas exploraron tiempos similares
ambos objetos (datos no mostrados). El dia 24, en la sesion de reconocimiento, cuando los animales
fueron expuestos a un objeto familiar (FO1) y a uno novedoso (ON) (Figura 28.A), el grupo Sham
mostroé una discriminacion significativa entre los objetos (t-Test pareado, P < 0,05). También el grupo
STZ1 pasd mds tiempo explorando el objeto novedoso (t-Test pareado, P < 0,05). Sin embargo, las
ratas STZ3 invirtieron cantidades comparables de tiempo explorando ambos objetos, lo que
evidencido que los animales no lograron discriminar entre objeto familiar y novedoso, es decir,

mostraron un deterioro en la memoria de reconocimiento (Figura 28.B).
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Figura 28. Efecto de la STZ sobre el comportamiento en el test de reconocimiento del objeto nuevo. Esquema
del disefio del test NOR (A); se realizd la sesién de entrenamiento con dos objetos idénticos y, 24 hs después,
la sesion de reconocimiento de los objetos familiar y nuevo. Tiempo de exploracién de los objetos familiar
(OF1) y nuevo (ON) en la sesién de reconocimiento (B); las ratas Sham y STZ1 mostraron preferencia por la
exploracidén del objeto nuevo. Los datos se expresan como media + SEM. N = 6 por grupo. *P < 0,05.
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4.3.4 Cambios morfolégicos en el hipocampo de ratas tratadas con STZ-icv

4.3.4.1 Andlisis del volumen hipocampal

El grupo STZ3 mostrd una disminucioén significativa del volumen del SR respecto al Sham (Figura 29.D.
ANOVA de una via, P = 0,0235). No se encontraron diferencias significativas entre los grupos STZ1y

Sham.
4.3.4.2 Analisis de neuronas maduras

Para determinar si la alteracién del comportamiento se asocié con cambios morfolégicos en el
cerebro, se analizaron las neuronas maduras NeuNir en el hipocampo dorsal de la rata. El area NeuNir
de la capar piramidal de CA1 se usé como indice de pérdida neuronal. En este caso, se observé una
reduccion abrupta de aproximadamente el 26 % de la capa celular de CA1 en animales STZ3 frente al
grupo Sham (Figura 29.E. ANOVA de una via, P = 0,05). Ademads, se empleé la longitud promedio del
eje mayor del nucleo como parametro de alteraciones de la morfologia celular. Respecto a esto, los
animales con STZ3 mostraron una reduccion del eje mayor del nucleo celular de aproximadamente
un 16 % (Figura 29.F. ANOVA de una via, P=0,0034) en comparacion con las ratas Sham. Sin embargo,
las ratas STZ1 no mostraron diferencias significativas en comparacién con las ratas Sham en ambos

pardmetros.
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Figura 29. Anadlisis morfométrico del volumen del Stratum Radiatum (SR) y de neuronas piramidales
maduras en CAl. Imagenes de CAl, representativas de cada grupo, que muestran células NeuN
inmunorreactivas (NeuNir) (A, By C) de la capa piramidal y por debajo el SR. Se marca el eje mayor del nucleo
de las células NeuNir (imagen aumentada en B). Cuantificacion del volumen del SR (D) que evidencia un
proceso de atrofia del hipocampo solo en el grupo tratado con STZ3. Se observé una reduccion del area NeuNir
(E) y del tamafio del nucleo neuronal (F) en la capa piramidal CA1 del hipocampo en el grupo STZ3. Barra de

escala 50 um. N = 6 por grupo. Los datos se expresan como media + SEM. Las comparaciones se hicieron versus
los datos del grupo Sham. *P <0.05; **P <0.01.

4.3.4.3 Anadlisis de células microgliales

Las células microgliales Iba-1ir se contaron y clasificaron como no reactivas y reactivas en el SR
hipocampal. No hubo diferencias significativas en el niumero de células microgliales no reactivas para

los tres grupos experimentales (datos no mostrados). Ademas, en las ratas STZ1 el numero de células
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Iba-1 totales (suma de no reactivas y reactivas) e Iba-1 reactivas (Figura 30.D y E, respectivamente)
fueron similares a las ratas Sham. Sin embargo, se observd un aumento notable en el nimero de
células Iba-1 totales e Iba-1 reactivas (Figura 30.D y E. ANOVA de una via, P < 0,0001 y P = 0,0003,

respectivamente) en el grupo STZ3 respecto al Sham.
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Figura 30. Células microgliales Iba-1 inmunorreactivas en el Stratum Radiatum del hipocampo.
Microfotografia ampliada (600 X) del SR, en animales representativas de cada grupo, que muestra las células
Iba-1ir (A, B y C). Cuantificacion del nimero de células Iba-1ir totales (D) y reactivas (E) que muestra un
aumento en el nimero de células microgliales en ratas STZ3. Barra de escala 200 um. N = 6 por grupo. Los
datos se expresan como media * SEM. Las comparaciones se hicieron versus los datos del grupo Sham.
***P<0.001.

4.3.4.4 Anadlisis de células astrogliales

El porcentaje de area GFAPiIr (astroglial) se evalud en el SR, DH y SL hipocampal (Figura 31.A-l). El

grupo STZ3 mostrd un incremento del drea GFAPir respecto de las ratas Sham en SR y DH que no
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alcanzé a ser estadisticamente significativo por la dispersién de los datos (Figura 31.J-K. SR: test no
paramétrico de Kruskal-Wallis, P = 0,190. DH: ANOVA de una via, P = 0,3272). Por otro lado, el area
GFAPir del grupo STZ3 en SL mostré un aumento significativo respecto al Sham (Figura 31.L. ANOVA

de una via, P = 0,0192). No se encontraron diferencias significativas entre STZ1 y Sham para este

parametro.

600

—
=X
L

Area GFAPir

-

Sham STZ1 STZ3

300

200

100

Area GFAPir (%)

Sham STZ1 STZ3

— *
§ 200
=
o
E 100 -
9
(13
Q
L 0
Sham STZ1 STZ3

Figura 31. Astrocitos GFAP inmunorreactivos en el hipocampo dorsal. Imagenes de representativas de cada
grupo que muestran las células GFAPir (1000 X) del SR de CA1 (A-C), del DH del giro dentado (D-F) y del SL de
CA3 (G-l). Los gréficos de barras muestran un aumento en el drea GFAPir de las ratas STZ3 en el SR (J), DH (K)
y SL (L). Barra de escala 50 um. N = 6 por grupo. Los datos se expresan como media + SEM. Las comparaciones
se hicieron versus los datos del grupo Sham. *P < 0,05.

No se evidenciaron diferencias significativas en el nimero de células GFAPir en SR, DH y SL para los
tres grupos experimentales (datos no mostrados. SR: P = 0,1158. SL: P = 0,2143. DH: P = 0,1072).
Respecto al analisis de Sholl (Figura 32.A), se observo una caida importante en la complejidad de las
ramificaciones de los astrocitos del SR (CA1) hasta las 20 um y 25 um del soma celular para los
animales STZ1y STZ3, respectivamente, en comparacion con los animales Sham (Figura 32.B. ANOVA
de una via, P =0,001; P = 0,0005; P = 0,006 y; P = 0,038 para 10, 15, 20 y 25 um, respectivamente).

Del mismo modo, se evidencié una reduccidn en la complejidad de ramificaciones en el SL (CA3) a los
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30 y 35 um del soma celular en los animales STZ1 y a las 15 y 25 um en los animales STZ3, en
comparacion con los animales Sham (Figura 32.C. ANOVA de una via, P = 0,0124; P = 0,0993; P =
0.0316; P =0,0164 y; P = 0,0297 para 15, 20, 25, 30 y 35 um, respectivamente).

Consistentemente, se observd una reduccién en la longitud media de los procesos astrocitarios en
las ratas tratadas con STZ respecto a las ratas control tanto en el SR (Figura 32.D. ANOVA de una via,
P = 0,0094) como en el SL (Figura 32.E. ANOVA de una via, P = 0,0169), este pardmetro se estimo
como la suma de los valores de i para cada anillo multiplicado por 5. Ademas, el nimero de
ramificaciones primarias (procesos que emergen del soma celular) de los astrocitos del SR se vio
significativamente afectado por la STZ-icv en comparacién con el grupo Sham (datos no mostrados,
ANOVA de una via, P = 0,008), siendo la reduccién mds pronunciada en el grupo STZ3 que en STZ1.
Por el contrario, este parametro no se vio significativamente afectado en el SL (datos no mostrados,
ANOVA de unavia, P=0,2261). En conjunto, estos resultados indican que se perdieron ramificaciones

enteras en los astrocitos en CA1, mientras que en CA3 solo se perdieron ramas distales.
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Figura 32. Andlisis de Sholl de astrocitos GFAP inmunorreactivos en el hipocampo dorsal. Micrografia de un
astrocito y el resultado de superponer una mdscara con anillos concéntricos distribuidos a distancias iguales
(5 um) y centrada en el soma de la silueta del astrocito GFAPir (A). Se grafica el nUmero de intersecciones de
los procesos astrocitarios por anillo como pardmetro de la complejidad de las ramificaciones de astrocitos en
el SR de CA1 (B) y en el SL de CA3 (C). En ambas regiones se observé una caida importante en la complejidad
de las ramificaciones en animales tratados con STZ. Longitud promedio de los procesos astrocitarios en el SR
(D) y el SL (E); se observo una reduccién en la longitud media de los procesos astrocitarios en las ratas tratadas
con STZ. Abreviaturas: SL, Stratum Lacunosum; SR, Stratum Radiatum. N = 25 astrocitos por rata. N = 6 por
grupo. Los datos se expresan como media = SEM. Las comparaciones se hicieron versus los datos del grupo
Sham. *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001.
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4.3.5 Efecto del tratamiento STZ-icv en los niveles proteicos de PPA, BA y pTau/Tau en el
hipocampo de las ratas

La escision patoldgica de la PPA y la acumulaciéon del péptido BA son caracteristicas de la EA y
constituyen criterios relevantes para la validacién de los modelos experimentales de dicha
enfermedad. Con el fin de explorar el efecto de STZ en la producciéon de BA en el hipocampo,
determinamos los niveles de la PPA y del péptido BA por WB. Aunque no hubo diferencias
significativas en los niveles de PPA para los tres grupos experimentales (Figura 33.A,B. ANOVA de
una via, P = 0,2439), STZ-icv induce una tendencia a aumentar dichos niveles. Si bien el analisis de
WB no revelé diferencias en los niveles de BA entre los grupos STZ1 y Sham, se observé un aumento
significativo en los niveles de BA en el grupo STZ3 en comparacion con el grupo Sham (Figura 33.A,C.

ANOVA de una via, P = 0,0486).

Los ovillos neurofibrilares intracelulares que contienen proteina Tau hiperfosforilada (pTau) son una
caracteristica neuropatoldgica importante de la EA. Estudiamos la acumulacién de Tau
hiperfosforilada en el hipocampo de ratas STZ-icv mediante la determinacién de la relacion pTau
(ser396) / Tau total. El analisis de WB reveld un aumento significativo en los niveles de proteina pTau
(ser396) en el grupo STZ3 (ANOVA de una via, P =0,0337) en comparacién con el grupo Sham (datos
no mostrados). Ademas, hubo un aumento significativo en la relacion pTau (ser396) / Tau total en el
grupo STZ3 en comparacion con el grupo Sham (Figura 33.A, D. ANOVA de una via, P = 0,0284). Sin
embargo, no se encontraron diferencias significativas en los niveles de la proteina pTau (ser396)
(datos no mostrados) y en la proporciéon pTau / Tau entre los grupos STZ1 y Sham. No hubo
diferencias significativas en los niveles de proteina Tau total para los tres grupos experimentales

estudiados (datos no mostrados. ANOVA de una via, P =0,7723).
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Figura 33. Efecto de la STZ sobre los niveles de proteinas marcadoras de la EA en el hipocampo de la rata.
Analisis de WB que muestra las bandas correspondientes a PPA, BA, pTau (ser396), Tau total y B-actina,
representativas para cada grupo experimental (A). Semicuantificacion de los niveles relativos de expresion de
PPA (B), BA (C) y de la relacion pTau (ser396)/Tau total (D); como control de carga de la muestra, en todos los
casos, se uso la densidad relativa de B-actina. STZ3 indujo un aumento significativo de BA y de la relacion pTau
(ser396)/Tau total. N = 6 por grupo. Los datos se expresan como media + SEM. Las comparaciones se hicieron
versus el grupo Sham. *P <0.05.

4.4 Discusion

El modelo STZ-icv ha sido propuesto como un modelo representativo de EAE (Hoyer 1998; Salkovic-
Petrisic y Hoyer 2007; Mayer, Nitsch y Hoyer 1990), ya que induce efectos bioquimicos, estructurales
y cognitivos junto con un estado cerebral resistente a la insulina de una manera estandarizada y
reproducible en todas las especies investigadas (ratas, ratones y monos). Ademas, el modelo STZ-icv

demuestra varias ventajas sobre los modelos de EA en ratones transgénicos (Salkovic-Petrisic y col.

2013).

Anteriormente se reportd que la inyeccion de STZ-icv produce una marcada pérdida inicial de PC en
ratas (Shoham y col. 2003; Pathan y col. 2006). En concordancia con estos hallazgos, nuestro estudio

también evidencié que el tratamiento con STZ-icv causd una reduccion significativa en el PC. El grupo
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STZ3 mostré el PC mads bajo durante todo el experimento. En efecto, después de la inyeccidn icv, las
ratas Sham ganaron PC mientras que las ratas STZ-icv disminuyeron su PC hasta el DEx +1 y +7 en los
grupos STZ1 y STZ3, respectivamente. Un trabajo previo mostré una pérdida inicial de peso e
hipofagia en ratas tratadas con STZ-icv (Majkutewicz y col. 2016). Dicho estudio también demostré
qgue las ratas presentan dilatacion del tercer ventriculo y del espacio ventricular. Observamos un
aumento similar de los ventriculos de las ratas STZ3 (datos no mostrados). Esto podria explicar la
pérdida de peso temporal observada después de la inyeccién icv de STZ e incluso podria estar

afectando la cognicién de los animales.

Creciente evidencia demuestra que las ratas tratadas con STZ-icv presentan problemas de
aprendizaje y memoria en el MWM, utilizando distintas dosis de STZ (0,5-6 mg/kg de PC) y a
diferentes tiempos después de la inyeccién (Griinblatt y col. 2007; Salkovic-Petrisic y col. 2015;
Rajasekar y col. 2017). De acuerdo con esto, respecto a los parametros de aprendizaje, nuestros
estudios muestran que la STZ-icv 3 mg/kg causa una disminucién progresiva del tiempo de latencia
junto con una tendencia a incrementar los errores en el test BM. En comparacion con protocolos mas
extensos del BM (Rosenfeld y Ferguson 2014; Gawel y col. 2016; de la Tremblaye y col. 2017), en
este trabajo se abrevié el nUmero de ensayos de adquisicion (seis AT en tres dias) pero fue suficiente
para detectar la disminucién de la eficiencia del aprendizaje. Ademads, estudios recientes de nuestro
grupo demostraron la utilidad de este protocolo BM para evaluar la alteracion de la memoria espacial
en ratas viejas (Morel y col. 2015). Trabajos anteriores de BM identificaron que el rendimiento de
ratas intactas fue equivalente en los primeros dos PT, pero luego se habituaron y no pudieron ser
testeadas (Uriarte, Ogundele y Pardo 2017). En el presente estudio, se evalud con el BM, por primera
vez en el modelo STZ-icv, la retencion de la memoria espacial a corto y largo plazo, 1y 5 dias después

del dltimo AT, en el PT1 y PT2, respectivamente.

En ambos PT se observd una caida significativa de la frecuencia de exploracién del GS para ambas
dosis STZ-icv. Al menos dos componentes contribuyen a la magnitud de la frecuencia de exploracion
del GS, la retencién de memoria espacial y la actividad de busqueda. Esto ultimo depende
principalmente de la motivacion para buscar el agujero de escape. Algunos estudios sugieren que los
ratones y las ratas tratadas con STZ-icv tienen dificultades motivacionales (Rostamiy col. 2017; Amiri
y col. 2017). En el presente trabajo, el comportamiento motivacional se evalué como la frecuencia
de exploracion total y nuestros resultados muestran una disminucién en los animales inyectados con

STZ3, pero no en el grupo STZ1. Por lo tanto, las ratas STZ3 muestran una pérdida de motivaciény de
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la retencion de la memoria espacial a corto y largo plazo. Por otra parte, el rendimiento de la memoria
se evalud a través del tiempo de latencia al agujero meta y del nimero de errores (exploraciones de
agujeros diferentes de la del meta). Nuestros datos indican que la disrupcién de la memoria por STZ3-
icv es mas fuerte en la retencidn a largo plazo, ya que los animales tardan mucho mas tiempo en
encontrar el agujero de escape y son mas erraticos. Este déficit no se observé con la dosis de STZ 1
mg/kg. Dichos resultados concuerdan con estudios previos (Rostami y col. 2017; Mehla, Pahuja y
Gupta 2013) que muestran que el deterioro de la memoria de referencia en animales inducido por
STZ-icv depende de la dosis. Ademas, el uso frecuente de la estrategia de busqueda aleatoria para
localizar el agujero meta durante los ensayos de adquisicion puede ser la base del bajo rendimiento
de las ratas STZ3, ya que fueron menos eficientes en encontrar el agujero de escape que las Sham.
Vale la pena sefalar que, antes del inicio de la evaluacidn cognitiva, se evalué el rendimiento motor
y no se encontraron diferencias significativas entre los grupos (datos no mostrados) de acuerdo con
estudios previos (Ozkay y col. 2012; Saxena, Patro y Nath 2011; Bokare y col. 2018). En lineas
generales, estos resultados coinciden con los déficits cognitivos observados en el WMM (Gao y col.
2014; Majkutewicz y col. 2016; Salkovic-Petrisic y col. 2006) e indican que la dosis de STZ3 puede

inducir déficits de aprendizaje espacial en el BM.

Se ha propuesto que el hipocampo interviene en la memoria de reconocimiento de objetos (Clark
Zola y Squire 2000). Por lo tanto, una alteracién en el test BM predeciria un deterioro en el test NOR.
En efecto, nuestros datos mostraron que la inyeccidn de STZ 3 mg/kg indujo un déficit en la memoria
de reconocimiento de objetos a largo plazo (24 hs después de la sesidon de entrenamiento). Este
hallazgo es consistente con un estudio previo en ratas en el que se observé déficit de la memoria de
reconocimiento de objetos a largo plazo, 3 semanas post STZ3-icv (Kheradmand, Hajizadeh
Moghaddam y Zare 2018). Si bien no detectamos cambios en la memoria de reconocimento en el
grupo STZ1, sugerimos que un mayor tiempo post-inyeccién de STZ1 revelaria un deterioro
significativo de la memoria de reconocimiento de objetos, ya que otros estudios informaron que los
efectos perjudiciales de la dosis de 1 mg/kg de STZ son principalmente progresivos (Griinblatt y col.
2007; Shai Shoham y col. 2007; Knezovic y col. 2015; Kraska y col. 2012). Shoham y col. informaron
gue la memoria de reconocimiento de objetos a largo plazo se ve deteriorada 4 semanas después de
la inyeccién de STZ-icv (Shoham y col. 2007). De acuerdo con esto, Rostami y col. describieron un
déficit de memoria de reconocimiento de objetos a corto plazo (1 h después de la sesién de

entrenamiento) evaluado a las 4, 10 y 14 semanas después de la inyeccion de STZ-icv (Rostami y col.
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2017). En conjunto, estos datos sugieren un inicio tardio en el deterioro de la memoria de

reconocimiento de objetos inducido por STZ1.

Los estudios de EA en humanos muestran que una reduccién en el volumen del hipocampo se
correlaciona con la funcién cognitiva global y el rendimiento en tareas de memoria (Su y col. 2018;
Elgh y col. 2006; Stoub y col. 2006). En nuestro estudio, la administracion de STZ3-icv dio como
resultado la reduccion del volumen del SR en el hipocampo dorsal. El SR es una de las areas mas
afectadas en la EA y se ha propuesto como posible biomarcador temprano para detectar la EA en la

etapa de deterioro cognitivo leve (Su y col. 2018).

En otro estudio, se propuso que la reduccion del volumen y la pérdida neuronal en CA1 del
hipocampo son los primeros signos de la EA y estan fuertemente correlacionados con el estado
cognitivo de las personas (Bobinski y col. 1998). En nuestros experimentos, observamos una
reduccion significativa de la capa celular piramidal de CA1 en el hipocampo en las ratas STZ3 y una
reduccion parcial en el grupo STZ1. Anteriormente se informd que la inmunomarcacion de NeuN se
correlaciona con la muerte neuronal (Davoli y col. 2002). Curiosamente, también se informdé un
mayor nimero de células apoptdticas en el modelo STZ-icv de EAE (Hashemi-Firouzi y col. 2017).
Ademas, se observd que STZ induce neurodegeneracién en el hipocampo, particularmente en CA1
(Majkutewicz y col. 2016). Basdndonos en estos datos, sugerimos que la disminucion en la
inmunomarcaciéon de NeuN en el grupo STZ3 se asocia con muerte neuronal en el hipocampo dorsal.
Ademas, se observd una reduccion severa de los nucleos celulares de las neuronas en las ratas STZ3.
Asi, especificamente, en el grupo STZ3 encontramos cambios notables en la morfologia de las
neuronas (atrofia y contraccidn). Sin embargo, las células de CA1 en el hipocampo del grupo STZ1
mostraron una morfologia similar a las del grupo Sham. Por lo tanto, el modelo de rata STZ3-icv
muestra una atrofia estructural consistente en la capa piramidal y el SR de CA1 que contribuiria con
el deterioro de la memoria. En contraste, otros modelos de EA en roedores no muestran cambios de
volumen (Klementiev y col. 2007) ni pérdida neuronal en un periodo equivalente al evaluado por

nosotros (Wirths y Bayer 2010).

La neuroinflamacidn, reflejada en la astrogliosis y la activacién microglial, es otra caracteristica que
se cree que contribuye a la patogénesis de la EA (McGeer y McGeer 2004). La gliosis reactiva en la

histopatologia de EA refleja una morfologia anormal de astrocitos y microglia.
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La microglia son células fagociticas residentes del SNC que exploran dindmicamente el medio y
desempefian papeles cruciales en el mantenimiento del tejido cerebral, la respuesta a las lesiones y
la defensa de los patégenos (Nayak, Roth y McGavern 2014; Colonna y Butovsky 2017). La microglia
se ha convertido en un actor crucial en la patogénesis de la EAE y existe considerable evidencia de
gue es responsable del dafio neuronal en dicha patologia (McGeer y McGeer 2004). Nuestros
resultados son consistentes con estas alteraciones y demuestran que hay una proliferacion
significativa de la microglia reactiva en el hipocampo del modelo STZ3-icv. La activacién microglial
prolongada conduce a la liberacion de citoquinas proinflamatorias que exacerba la neuroinflamacién,
contribuyendo a la pérdida neuronal y al deterioro cognitivo (Hansen, Hanson y Sheng 2018; Streit,
Mrak y Griffin 2004; Perry, Nicoll y Holmes 2010; Jiang, Yu y Tan 2012). Por lo tanto, comprender
las sefiales que activan a la microglia para reducir los circuitos vulnerables podria proporcionar
informacién importante sobre las enfermedades neurodegenerativas y arrojar luz sobre nuevos
objetivos terapéuticos. Dada la actividad diversa y compleja de la microglia en el cerebro sano y
enfermo, existe una necesidad critica de nuevos biomarcadores que puedan relacionar estados

microgliales funcionales especificos con la progresion de la enfermedad.

Los astrocitos son responsables de mantener la homeostasis en el SNC. En la EA se ha informado
tanto la reactividad como los cambios atréficos de la astroglia (Rodriguez-Arellano y col. 2016). En
el modelo EAE-STZ3, se observé un aumento en el nimero de astrocitos en el hipocampo y otras
regiones del cerebro (Rostami y col. 2017; Kraska y col. 2012; Dos Santos y col. 2018). También se
ha descripto en ratas una mayor inmunorreactividad de GFAP a diferentes tiempos post STZ-icv
(Bassani y col. 2017; Knezovic y col. 2017; Shi y col. 2017). Por el contrario, otros trabajos no
informaron cambios significativos en el contenido de GFAP en el hipocampo de ratas sometidas a

STZ-icv (Rodrigues y col. 2010; Biasibetti y col. 2013).

Para intentar esclarecer estos hallazgos controversiales en el modelo STZ-icv, analizamos tres
regiones del hipocampo dorsal distinguidas por participar en el aprendizaje y la memoria espacial: el
SR de CA1, el DH del giro dentado y el SL de CA3. Nuestros resultados demuestran que STZ-icv tiende
a aumentar el drea GFAPir en el SR y DH; en particular, la dosis alta incremento dicha area mas del
100%. Este incremento fue significativo en la region SL. Este aumento de drea GFAPir podria deberse
a unincremento en el recuento celular o a hipertrofia celular. Dado que el recuento de células GFAPir
fue similar para los tres grupos experimentales en las regiones hipocampales analizadas, la inyeccién

de STZ no parece haber modificado este pardmetro. Consecuentemente, sugerimos que los atrocitos
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podrian haberse hipertrofiado. En linea con esta sugerencia, informes previos demostraron que los
pacientes con EA muestran hiperreactividad de GFAP con signos de hipertrofia celular en el
hipocampo (Vijayan y col. 1991) y en la corteza cerebral (Colombo, Quinn y Puissant 2002). Por otra
parte, dado que se observo atrofia del hipocampo en ratas STZ3, se puede inferir que la densidad
celular en SR, DH y SL esta modificada, es decir, el mismo numero de células GFAPir ocupa un menor

volumen de parénquima cerebral en cerebros STZ3.

Cabe destacar que este es el primer trabajo en el que se analiza el efecto de dos dosis de STZ-icv
sobre la morfologia de los astrocitos. En relacion a las ramificaciones de los astrocitos en el DH, no
fue posible evaluar su complejidad debido a que la proximidad y la superposicion de las células
impidieron seleccionar una cantidad suficiente de células aisladas para realizar el analisis. Sin
embargo, realizamos un analisis morfométrico detallado de astrocitos en el SR y el SL de ratas STZ-
icv, mediante el andlisis de Sholl. A nivel celular, STZ-icv promueve una disminucion en la complejidad
de los astrocitos, como se refleja en la reduccién de la longitud de los procesos y en la menor
complejidad de ramificaciones en ambas regiones del hipocampo, y una disminucion del nimero de
procesos primarios en el SR, lo que resulta en una menor arborizacién astrocitaria en las ratas STZ1
y STZ3 en comparaciéon con las Sham. Tomando en consideracidn todos los parametros, la
complejidad de los astrocitos fue la Unica medida significativamente afectada para bajas dosis de
STZ-icv. Respecto a este punto, en los cerebros post-mortem de pacientes con diagndstico de
demencia, se informd una disminucién en la complejidad de astrocitos (Senitz, Reichenbach y Smith
1995). Consecuentemente, es concebible especular que la vulnerabilidad astrocitaria acompaiia al
inicio de la EA. Ademas, asumimos que estos astrocitos dafiados no proporcionan una sefial glia-
neurona adecuada e inducen pérdida sindptica, lo que en efecto se observa en las primeras etapas

de la EA y puede ser un factor determinante en el desarrollo de los déficits cognitivos.

Por ultimo, se sugiere que la acumulacion anormal de BA y p-Tau contribuye a la atrofia del
hipocampo en el cerebro con EA (Dhikav y Anand 2011; Irvine y col. 2008). En estudios in vitro, se
informd que la fosforilacién del epitopo ser396 de Tau es responsable de la pérdida funcional de la
polimerizacién de tubulina mediada por Tau (Evans y col. 2000). Respecto a esto, en el modelo STZ-
icv se ha observado un aumento en la amiloidogénesis (Salkovic-Petrisic y col. 2011) y en la
hiperfosforilaciéon de Tau (Griinblatt y col. 2007). De acuerdo con estos estudios, hemos
determinado, en el hipocampo del grupo STZ3, un aumento en los niveles de BA y p-Tau (ser396) vy,

una tendencia al aumento de la PPA, sin ningin cambio en los niveles totales de proteina Tau. Sin
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embargo, no se encontraron diferencias significativas en los niveles de estas proteinas en el grupo
STZ1. Por consiguiente, confirmamos la acumulacién de BA y la tauopatia en el hipocampo del

modelo STZ-icv en rata, 25 dias después de la administracién de STZ3.
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CAPITULO V: TERAPIA CELULAR EN EL MODELO IN VIVO DE ENFERMEDAD DE ALZHEIMER
ESPORADICA INDUCIDO POR LA ADMINISTRACION INTRACEREBROVENTRICULAR DE
ESTREPTOZOTOCINA EN RATAS (Objetivo especifico 3)

La obtencién y caracterizaciéon de las MSCs estudiadas en el presente capitulo se realizé en el
Laboratorio de Terapia Génica, Instituto de Investigaciones en Medicina Traslacional (1IMT), Facultad
de Ciencias Biomédicas, Universidad Austral, Buenos Aires, en colaboracion con la Dra. Mariana G.
Garcia y el Dr. Guillermo Mazzolini. Los experimentos de terapia celular en el modelo de EAE en rata

se llevaron a cabo en nuestro Laboratorio, INIBIOLP, FCM - UNLP.

5.1 Resena Introductoria

La EA es la patologia neurodegenerativa mas prevalente en todo el mundo sin una terapia efectiva
hasta la fecha. En este contexto, las MSCs constituyen un enfoque terapéutico prometedor para
implementar medicina regenerativa, ya que han demostrado poseer actividades neurogénicas e
inmunomoduladoras. Nuestra hipdtesis es que la terapia de larga duracién con MSCs tendria un
efecto restaurador en el deterioro cognitivo caracteristico de la EAE. En el presente estudio,
utilizamos el modelo de EAE STZ-icv, validado en nuestro laboratorio (capitulo previo), para evaluar
el potencial neuroprotector de las células perivasculares del cordén umbilical humano (hUCPVCs). El
corddn umbilical representa una fuente ventajosa de MSCs debido a su disponibilidad inmediata y a
su alta tasa de duplicacion, evitando la necesidad de procedimientos invasivos y eliminando
preocupaciones éticas. A partir de la administracién crénica de hUCPVCs iv, una via no invasiva,
centramos nuestro analisis en el hipocampo de los animales, tanto a nivel funcional como

morfoldgico.

5.2 Materiales y métodos

5.2.1 Animales

Se utilizaron los animales y condiciones experimentales previamente descriptas en la seccién 4.2.1.
La aceptabilidad ética de nuestros protocolos animales fue aprobada por el CICUAL de la FCM, UNLP
(P03-03-2016).
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5.2.2 Aislamiento y caracterizacion de las hUCPVCs

Las hUCPVCs se aislaron de cordones umbilicales obtenidos de donantes sanos en el Hospital
Universitario Austral (Pilar, Buenos Aires, Argentina) utilizando un protocolo (Bayo y col. 2014)
adaptado de Sarugaser y col. 2005 (Sarugaser y col. 2005). Brevemente, se diseccionaron los
cordones umbilicales y se retiraron los vasos con la gelatina de Warthon que los rodeaba. El tejido
mesenquimal perivascular fue extirpado de los vasos y disgregado mecdnicamente. Luego, se
sembraron los fragmentos en DMEM completo bajo en glucosa con SFB al 20 % (Internegocios S.A.,
Argentina). Después de 7 dias de incubacidn, se retiraron las células no adherentes y los fragmentos
de tejido presentes. Las hUCPVCs adherentes se cultivaron y utilizaron entre los pasajes 4 a 6. Las
MSCs se caracterizaron de acuerdo con las pautas de la ISCT (Dominici y col. 2006). Las caracteristicas
fenotipicas de las MSCs se determinaron mediante citometria de flujo con anticuerpos anti-humano
especificos contra CD14, CD34, CD44, CD73, CD90 y CD105 (BD Biosciences), incubados durante 30
min. Las muestras se analizaron con un citémetro de flujo FACSCalibur (Becton Dickinson), y los datos

adquiridos se analizaron con el software Cyflogic (CyFlo Ltd.) (Donega y col. 2014).

5.2.3 Inyecciones estereotaxicas e intravenosas

Para realizar las inyecciones estereotdxicas se procedié de manera similar a la previamente descripta
para la fijacion de las canulas icv (seccidn 4.2.2); usando la misma anestesia, aparato estereotaxico y
coordenadas icv. Para la terapia con MSCs, las ratas fueron inyectadas en la vena de la cola cada 18

dias.

5.2.4 Comportamiento exploratorio y de ansiedad

El test de campo abierto (OF) consistié en una caja cuadrada (65 x 65 x 45 cm), cuyo piso se dividid
en 16 cuadrados iguales. Las ratas se colocaron en el centro de la arena y se les permitié explorar
libremente durante 5 min. Las variables de comportamiento fueron: a. Grooming: tiempo invertido
por la rata en acicalarse, asearse o rascarse. b. Lineas cruzadas: nimero de lineas de la cuadricula
cruzadas por la rata con sus cuatro patas; c. Entradas en drea central: frecuencia de entrada de la

rata con sus cuatro patas al cuadrante central de la arena (Figura 35.D).

El test OF proporciona medidas simultdneas de locomocién, exploraciéon y ansiedad (Walsh y
Cummins 1976). El grooming es un comportamiento frecuente de los roedores en un entorno

novedoso y se espera que disminuya con la exposicién repetida a la arena, a medida que decrece la
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ansiedad (Espejo 1997). El niUmero de lineas cruzadas suele usarse como una medida de la actividad
locomotora, pero también es una medida de exploracién y ansiedad. Una alta frecuencia de este
comportamiento indica un aumento de lalocomocién y exploracién y / o un menor nivel de ansiedad.
El nimero de entradas en el cuadrado central es una medida del comportamiento exploratorio y
ansioso. Una alta frecuencia de este parametro indica un comportamiento exploratorio alto y niveles

de ansiedad bajos (Tatem y col. 2014; Dong y col. 2018).

La arena abierta se limpid cuidadosamente con etanol al 10% después de cada prueba individual para
eliminar las sefales olfativas. El comportamiento se registrd utilizando una videocdmara conectada
a una computadora y el rendimiento de cada individuo se determind utilizando el software Kinovea

v0.7.6 (http://www.kinovea.org).

5.2.5 Evaluacion de la memoria espacial

Se utilizd el protocolo del BM descripto previamente en la seccion 4.2.3.

5.2.6 Comportamiento defensivo de enterramiento

El test de enterramiento de canicas (Marble Burying, MB) se usa cominmente para estimar el
enterramiento defensivo en roedores (De Boer y Koolhaas 2003). Se basa en la observacion de que
los roedores entierran objetos expuestos en sus lechos, por ejemplo, canicas de vidrio. Las ratas
fueron colocadas individualmente en una jaula de alojamiento (30 x 30 x 17 cm) con 5 cm de viruta
de madera nueva. Dieciséis canicas de vidrio (1,5 cm de didmetro, dispuestas en un patron de 4 x 4)
fueron espaciadas uniformemente sobre la superficie (Figura 37.B). Se analizé el nimero de canicas
enterradas durante un periodo de 30 min, considerando a una canica como enterrada si al menos

2/3 de la misma se hallaba cubierta con viruta (De Boer y Koolhaas 2003) .

5.2.7 Comportamiento depresivo

La evaluacion del comportamiento depresivo se llevd a cabo mediante el test FS en un tanque de
agua (27 °C) de 40 cm de profundidad y 30 cm de didmetro. El primer dia, las ratas fueron expuestas
individualmente al tanque de agua (Figura 38.B) durante 15 min (pre-test). Al dia siguiente, se realizé
una prueba de 5 min y se estimo el tiempo que cada animal destind a nadar y trepar (conductas
activas de escape) o flotar (conducta pasiva). Se utilizé una técnica de muestreo de tiempo para
analizar los resultados, calificando el comportamiento predominante en intervalos de 5 s, durante la

prueba de 300 s totales. Esto proporciond un total de 60 puntuaciones (score). La disminucidn en la
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conducta activa es caracteristica de un comportamiento depresivo (Detke, Rickels y Lucki 1995;

Bogdanova y col. 2013).

5.2.8 Diseio experimental

En el DEx O, los animales se dividieron aleatoriamente en tres grupos de 7 animales cada uno: |- Sham,
cada rata recibid una inyeccién icv bilateral (5 pl/VL) de LCRa; II- STZ y IlI- STZ+MSC. Las ratas de los
grupos Il y lll recibieron una inyeccidn icv bilateral de STZ a una dosis de 3 mg/kg. En los dias 24, 42,
60 y 78, el grupo llI recibié una suspensién iv de 1 ml conteniendo 1x10® hUCPVCs en solucién
fisiolégica. Para el protocolo del test OF, las ratas se colocaron individualmente en el centro de la
arena abierta en el DEx 86, se les permitié explorarla durante 5 min y luego fueron devueltas a sus
jaulas. En el DEx 88, las ratas se sometieron al protocolo del BM durante 5 dias: habituacién, 3 dias
con dos AT cada uno y PT (DEx 92). Al dia siguiente, en el DEx 93, se realiz6 el test MB. En los DEx 94
y 95 los animales se sometieron al test FS. Finalmente, todas las ratas se sacrificaron durante el dia

95 por rapida decapitacion (Figura 34).

Dias experimentales

- =~

H AT1-6 PT

STZ icv MSC iv OF Barnes Maze MB FS FS
Eutanasia

Figura 34. Disefio experimental. En el DEx 0, se inyectd mediante cirugia estereotaxica STZ-icv (3 mg/kg) o
LCRa. En los dias 24, 42, 60 y 78, el grupo STZ+MSC recibié 1x10% hUCPVCs iv. En el DEx 86, se realizé el test
OF. La habituacion del test BM se realizo el DEx 88; posteriormente, desde el DEx 89 al 91, los animales fueron
sometidos a dos AT diarios de 120 s. El PT se realizé en el DEx 92. En los DEx 93 y 94, se realizaron el test MB
y el pre-FS, respectivamente. El DEx 95 se llevd a cabo el test FS y, finalmente, la eutanasia de las ratas y el
procesamiento de sus cerebros para analisis posteriores. Abreviaturas: AT, ensayo de adquisicién; DEx, dia
experimental; FS, test de nado forzado; H, habituacidn; icv, intracerebroventricular; iv, via intravenosa; LCRa,
liquido cefalorraquideo artificial; MB, test de enterramiento; OF, test de campo abierto; PT, ensayo de prueba.

5.2.9 Procesamiento de los cerebros, inmunohistoquimica y analisis de imagenes

El procesamiento de los cerebros, las técnicas de IHQ y los analisis de imagenes se realizaron como

se describid previamente en las secciones 3.2.7 2 3.2.9y 4.2.6 2 4.2.8.
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5.2.10 Analisis estereologicos en el hipocampo dorsal

La evaluacion del volumen del SR, neuroblastos, neuronas maduras y células microgliales y
astrogliales se realizaron como se describié previamente en las secciones 3.2.10 a 3.2.11y 4.2.9 a

4.2.12.

5.2.11 Andlisis de Western Blot

La preparacion de las muestras, cuantificacién proteica, inmunotransferencia y analisis
semicuantitativo se realizd como se describid previamente en la seccion 3.2.12. Cada muestra,
conteniendo igual cantidad de proteinas (50 ug), transferidas a membranas de nitrocelulosa, fue
incubada con anticuerpos primarios contra SYT1 (1:200; mAb 48 (asv 48), DSHB), sinaptotagmina 2
(SYT2) (1:150; Znp-1, DSHB), SYP (1:200; Santa Cruz Biotechnology, sc-17750), proteina de vesicula
sindptica 2 (SV2) (1:200; SV2, DSHB), acido glutamico decarboxilasa (GAD) (1:200; Santa Cruz
Biotechnology, sc-365180), en sus isoformas GAD65 y 67, VIN (1:200; Santa Cruz Biotechnology, sc-
73614), y B-Actina (1:1000; Santa Cruz Biotechnology, sc-47778). Luego, se incubaron con el
anticuerpo secundario correspondiente anti-raton HRP (1:10000, Jackson ImmunoResearch
Laboratories, 115-035-003) o anti-conejo HRP (1:5000, Thermo Fisher Scientific, 32460). Se usé VIN
como control de carga por muestra para SYP y SYT1, y B-actina como control de carga por muestra para

SYT2, SV2, GAD65 y GAD67.

5.2.12 Analisis estadistico

Los datos de comportamiento, estereoldgicos y de WB se analizaron como se describidé previamente
en la seccion 4.2.14. Para analizar las correlaciones se utilizé la prueba de correlacién de Pearson.
Todos los datos se representaron como media £ SEM y se estimaron utilizando el software GraphPad
Prism 6. (Graph-Pad Software, San Diego, CA, Estados Unidos). Se consideraron diferencias

significativas a valores de P < 0,05.

5.3 Resultados

5.3.1. Restauracion del comportamiento exploratorio y la ansiedad

El test OF es un procedimiento ampliamente utilizado para examinar efectos de tratamientos en el

comportamiento exploratorio y la ansiedad. En nuestro andlisis, la inyeccidn de STZ provocé un
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aumento en el grooming (Figura 35.A. ANOVA de unavia, P =0,0147) y una disminucién en el nimero
de lineas cruzadas (Figura 35.B. ANOVA de una via, P = 0,0003), los cuales fueron revertidos con el
tratamiento con MSCs. Ademas, la administracién de STZ condujo a una disminucidon notable en el
numero de entradas al area central (Figura 35.C. ANOVA de una via, P = 0,0403), la terapia mostro
inducir una tendencia a normalizar este parametro. Por tanto, la terapia tuvo un efecto supresor de

la ansiedad inducida por la STZ-icv en el test OF.
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Figura 35. Efecto de la terapia MSCs sobre el comportamiento en el test de campo abierto (OF). Durante el
OF, las ratas tratadas con STZ mostraron un aumento significativo en el grooming (A), junto con una reduccién
en las lineas cruzadas (B) y en las entradas al area central (C). La terapia celular restablecid los primeros dos
pardametros a valores normales, pero no asi las entradas. N = 7 por grupo. Los datos se representaron como
media * SEM. Se realizaron comparaciones entre los grupos. * P < 0,05; *** P < 0,001.

5.3.2. Restauracion del aprendizaje y la memoria espacial

Para evaluar el aprendizaje y la memoria espacial dependiente del hipocampo, se realizé el test BM.
El grupo STZ mostré un rendimiento deficiente en el aprendizaje que fue atenuado con la terapia
celular, evidenciado por una disminucién en los errores y en el tiempo en encontrar el agujero meta
(Figura 36.A-B. ANOVA de dos vias, P = 0,7229 y P = 0,4837, respectivamente). Con respecto a la

evaluacién de la memoria en el PT, el grupo STZ cometié mas errores que el Sham, mientras que para
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el grupo STZ+MSC se registraron significativamente menos errores (Figura 36.C. ANOVA de una via,
P = 0,0194). Se observd una tendencia a aumentar la latencia en el PT en los animales con STZ3,
mientras que la latencia para los grupos Sham y STZ+MSC fue la misma (Figura 36.D. ANOVA de una
via, P =0,0779). Ademas, analizamos las estrategias de escape de los animales en el segundo AT de
cada dia experimental. El grupo Sham evidencid preferencia por la estrategia directa mientras que
las ratas STZ se inclinaron por la estrategia aleatoria (random), como se muestra en los graficos de
proporcionesy de lineas de puntuacion (score) para las estrategias (Figuras 36.E-F, respectivamente).
La terapia celular logré que las ratas con STZ se inclinen significativamente hacia estrategias de
busqueda mas efectivas (Figura 36.F. ANOVA de dos vias, P = 0,0326). Con el fin de generar una
representacion clara del nimero de exploraciones por agujero de cada animal durante el PT,
construimos un diagrama de girasol donde observamos que los individuos STZ exploraron todos los
agujeros mayormente al azar; este comportamiento no se observé de igual manera en el grupo
STZ+MSC, ya que los animales tendieron a explorar mas el sector meta (Figura 36.G). Precisamente,
el tratamiento con STZ provocd una disminucién en el porcentaje de exploracién en el GS y el grupo
STZ+MSC mostrd una tendencia al incremento de este parametro en comparacion con el grupo STZ

(Figura 36.H. ANOVA de una via, P =0,0276).
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Figura 36. Analisis del aprendizaje y la memoria espacial en el laberinto de Barnes (BM). Errores y latencia a
la caja de escape en los AT (A y B, respectivamente) y PT (Cy D, respectivamente). Se observé un aumento en
el nimero de errores cometidos por los animales STZ durante el PT y una disminucion en el grupo STZ+MSC
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(€C), aunque no hubo diferencias durante el aprendizaje (A). Con respecto a la latencia (B y D), no se observaron
diferencias significativas entre los grupos. Representacion esquematica del laberinto y de las estrategias de
busqueda: directa, serial y aleatoria (random) (E). El grupo Sham evidencié preferencia por la estrategia directa
mientras que las ratas STZ mostraron un incremento significativo de la estrategia aleatoria, es decir, un
aumento en la puntuacidn (score) (F); la terapia impulsé a los animales al cambio hacia la estrategia serial y
directa. El diagrama de girasol representa la frecuencia de exploracion de los agujeros en el PT (G). El
tratamiento STZ provocé una disminucion en el porcentaje de frecuencia de exploracion del GS en el PT (H),
mientras que el grupo STZ+MSC mostrdé una tendencia a incrementar este pardmetro. Abreviaturas: AT,
ensayo de adquisicion; GS, sector meta; PT, ensayo de prueba. Los datos se expresan como media + SEM. N =
7 por grupo. * P < 0,05.

5.3.3. Evaluacion del comportamiento innato de enterramiento defensivo y del comportamiento
depresivo

En el test MB, el grupo STZ enterré menos canicas mostrando una alteracién del comportamiento
innato de enterramiento defensivo. La terapia con MSCs, logré revertir el déficit en parametro

alcanzando valores normales (Figura 37.A. ANOVA de una via, P = 0,0004).
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Figura 37. Evaluacion del comportamiento en el test de enterramiento defensivo. Se observé que la terapia
celular causa un aumento significativo en el nimero de canicas enterradas (A), un parametro previamente
afectado por STZ. Patrén de canicas (4 x 4) e imagenes del test BM, representativa de cada grupo experimental
(B). N = 7 por grupo. Los datos se representaron como media + SEM. Se realizaron comparaciones entre
grupos. * P <0,05; *** P <0,001.

Por otra parte, la administracion de STZ produjo una disminucidn significativa de la conducta activa
en el test FS, indicando un comportamiento depresivo, el cual no mostré mejoria en el grupo

STZ+MSC (Figura 38.A. ANOVA de una via, P = 0,0116).
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Figura 38. Evaluacidon del comportamiento depresivo en el test de nado forzado. La terapia celular no
restaurd la conducta activa, afectada por la STZ (A). Esquema del test FS mostrando los comportamientos de

movilidad (izquierda) e inmovilidad (derecha) (B). N = 7 por grupo. Los datos se expresan como media * SEM.
Se realizaron comparaciones entre grupos. * P <0,05.

5.3.4. Evaluacion de volumen, las neuronas maduras y la neurogénesis en el hipocampo

El proceso patoldgico de la EAE implica cambios en el volumen y la histologia neuronal del
hipocampo. Por lo tanto, examinamos el volumen del SR y las poblaciones de neuronas maduras e
inmaduras del hipocampo. El tratamiento con STZ provocd una disminucidn notable en el volumen
de SR, que fue revertido con la terapia MSCs (Figura 39.A-D. ANOVA de una via, P =0,01). Se observo
un resultado similar para el IRA de las neuronas NeuN en CA1 (Figura 39.E-H. ANOVA de unavia, P =
0,0089). El analisis de neuroblastos DCXir reveld que la terapia celular no pudo restaurar la dramatica
disminucion de la neurogénesis en el GD inducida por la inyecciéon de STZ (Figura 39.I-L. ANOVA de

una via, P < 0,0001).
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Figura 39. Andlisis morfométrico del volumen del Stratum Radiatum, de neuronas maduras en CAl y de
neuroblastos en el giro dentado. Secciones coronales del SR en animales representativos de cada grupo que
muestran células NeuNir (A-C, 40 X; E-G, 1000 X). Cuantificacidn del volumen de SR que muestra un proceso
atrofico del hipocampo en el grupo tratado con STZ y una mejora con el tratamiento con MSCs (D). Se observé
una reduccion en el IRA de NeuN en la capa piramidal CA1 del hipocampo en el grupo STZ que se revirtié con
la terapia celular (H). Expresién de DCX en el GD de animales representativos de cada grupo (I-K). El nimero
de células DCXir se grafica en L, evidenciando una fuerte caida en los grupos STZ y STZ+MSC. Abreviaturas:
CA1, Cornus Ammoni 1; DCXir, doblecortina inmunoreactiva; GD, giro dentado; GCL, capa celular granular; IRA,
area inmunorreactiva; ML, capa molecular; SO, Stratum Oriens; SR, Stratum Radiatum. Barra de escala 250 pm
(A)y 25 um (E). N = 7 por grupo. Los datos se representaron como media + SEM. Se realizaron comparaciones

entre grupos. * P<0,05; ** P<0,01; *** P < 0,001.
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5.3.5. Cambios en la microgliosis y la astrogliosis en el hipocampo

Para evaluar el efecto inmunomodulador de las MSCs en el hipocampo, estudiamos las células
microgliales y astrogliales. Confirmamos que la inyeccién de STZ produjo una gliosis notoria. La
evaluacién del IRA de GFAP mostré un gran aumento en el grupo STZ; esta astrogliosis no pudo
revertirse con la terapia celular (Figura 40.A-D. ANOVA de una via, P < 0,0001). Para investigar si la
causa de este incremento del IRA fue hiperplasia o hipertrofia, estimamos el nimero de células
GFAPir. No se encontraron diferencias significativas respecto al nimero de astrocitos GFAPir en los
grupos experimentales (datos no mostrados. ANOVA de una via, P = 0,1983), lo cual sugiere que el

mecanismo probable de la astrogliosis fue hipertrofia, en lugar de hiperplasia.

Ademas, en el analisis Sholl del SR no se registraron diferencias en la complejidad de las
ramificaciones, en la longitud media de los procesos astrociticos, ni en el nimero de procesos que
emergen desde el soma celular (datos no mostrados. ANOVA de dos vias, P =0,3311; P =0,2807 y; P
=0,3947, respectivamente). Este resultado indica que 3 meses después de la administracién de STZ-

icv se conservaron las ramificaciones astrociticas completas.

Por medio de la inmunomarcacion con Iba-1 en el hipocampo, registramos un aumento importante
en el numero total de células Iba-1lir en los grupos STZ y STZ+MSC (datos no mostrados. ANOVA de
una via, P = 0,0008). Cuando evaluamos la morfologia de las células, como se esperaba, STZ mostrd
un aumento significativo en el porcentaje de microglia reactiva junto con una disminucién de
microglia no reactiva; estas alteraciones inducidas por la STZ fueron mejoradas con la terapia celular

(Figura 40.E-H. ANOVA de una via, P < 0,0001).
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Figura 40. Efecto de la terapia MSCs en astrocitos y microglia en el Stratum Radiatum hipocampal. Imagenes
del hipocampo representativas de los grupos Sham (Ay E), STZ (By F) y STZ+MSC (Cy G), que muestran células
GFAPir (A-C, 40X; a la derecha: microfotografia magnificada, 1000X) e Iba-1ir (E-G, 40X; a la derecha:
microfotografia magnificada, 600X). La cuantificacidén del IRA de GFAP mostré un gran aumento en el grupo
STZ que no logré ser revertido con la terapia MSCs (D). Analisis del porcentaje de células Iba-1 reactivas y no
reactivas (H); se observé un aumento dramatico en las células reactivas de Iba-1 en el grupo de STZ y una
disminucion significativa con la terapia celular. Por el contrario, las células Iba-1 no reactivas muestran una
disminucion en el grupo STZ y niveles mayores en el grupo STZ+MSC. Abreviaturas: IRA, drea inmunoreactiva;
SR, Stratum Radiatum. Barra de escala 50 um (A y E). N =7 por grupo. Los datos se representaron como media
+ SEM. Se realizaron comparaciones entre grupos. * P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001; **** P <0,0001.

5.3.6. Niveles de proteinas sindpticas en el hiocampo

Analizamos si la administracion de MSCs favorece la sefalizacidn sinaptica en el hipocampo de los
animales del modelo de EAE. El grupo STZ mostrd una reduccién significativa en los niveles de las
proteinas SYT1 (Figura 41.D), SYP (Figura 41.E) y GAD 65 (Figura 41.1), que fue revertida por la terapia
celular (ANOVA de una via, P =0,0067; P = 00,0036 y; P = 0,01, respectivamente). El nivel de proteina
SYT2 también mostré una disminucién en las ratas STZ que con tratamiento celular tendié a aumentar
(Figura 41.F. ANOVA de una via, P = 0,015). No encontramos diferencias significativas en los niveles
proteicos de SV2 y GAD67 (Figura 41.G-H. ANOVA de una via, P = 0,0696 y P = 0,0772,

respectivamente).
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Figura 41. Efecto de la terapia con MSCs en los niveles hipocampales de proteinas sinapticas. Western Blot
de VIN, SYT1y SYP (A); SYT2 y B-Actina (B); SV2, GAD 67, GAD 65 y B-Actina (C), para cada grupo experimental.
Cuantificacion de los niveles de SYT1 (D), SYP (E), SYT2 (F), SV2 (G), GAD67 (H) y GAD 65 (), normalizados a la
densidad relativa de VIN (D-E) o B-actina (F-1), segin se muestra en A, B y C. Se observé una disminucion
significativa en SYT1, SYT2, SYP y GAD65 para el grupo de STZ, mientras que la terapia celular restaurd los
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niveles de SYT1, SYP y GAD65. Abreviaturas: GAD, acido glutamico decarboxilasa; SV2, proteina 2 de la vesicula
sindptica; SYP, sinaptofisina; SYT, synaptotagmin; VIN, vinculina. N = 7 por grupo. Los datos se representaron
como media * SEM. Se realizaron comparaciones entre grupos. * P <0,05; ** P <0,01.

5.3.7. Identificacion de correlaciones entre comportamiento, morfologia y expresion de proteinas
sindpticas en el hipocampo

Por ultimo, con el fin buscar conexiones causales entre la funcidn sinaptica, la morfologia hipocampal
y el comportamiento de las ratas evaluadas en las diferentes condiciones experimentales,
construimos una matriz de correlacién para integrar nuestro analisis de datos (Figura 42.A). Como se
esperaba, encontramos una correlacién positiva entre el nimero de lineas cruzadas y de entradas al
area central en el test OF, junto con una correlacién negativa entre lineas cruzadas y grooming. A
nivel morfolégico, hallamos una correlacién prevista entre astrogliosis y microgliosis. También
observamos correlaciones positivas entre el volumen de SR y las lineas cruzadas, y entre las entradas
en el test OF y la expresion de proteinas sindpticas (SYT1, SYT2, SYP, GAD65 y GAD67). Resulta de
interés que encontramos una correlacion negativa significativa entre la microglia reactiva vy la
expresion proteica de SYT1 (Figura 42.B, r = -0,5688, P = 0,0071), SYT2 (Figura 42.C, r =-0,6909, P =
0,0005), SYP (Figura 42.D, r =-0,6689, P = 0,0005), GAD67 (Figura 42.E, r =-0,6218, P = 0,0026), y con
las canicas enterradas en el test MB (Figura 42.F, r = -0,6682, P = 0,0009).
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Figura 42. Correlacidon entre los distintos parametros estudidos y en particular las correlaciones con la
microglia reactiva. Matriz de correlacién para todos los resultados experimentales (A). Los évalos mas
delgados y oscuros indican una fuerte correlacion positiva (azul) o negativa (roja). Se observa una correlacién
negativa significativa entre la microglia reactiva y la expresion de las proteinas sindpticas: SYT1 (B), SYT2 (C),
SYP (D), GAD67 (E), y con el comportamiento de enterramiento (F). Abreviaturas: GAD, acido glutamico
decarboxilasa; SYP, sinaptofisina; SYT, sinaptotagmina. N = 7 por grupo.

5.4. Discusion

En el presente estudio, utilizamos la inyecciéon de STZ-icv en ratas, un modelo ampliamente aceptado
debido a su capacidad de reproducir varias caracteristicas patoldgicas y de comportamiento que
ocurren en la EA. Dicho modelo fue validado previamente por nosotros (capitulo IV) y otros (Zappa

Villar y col. 2018; Blokland y Jolles 1993b; Salkovic-Petrisic y col. 2009; Rostami y col. 2017).

Hasta el momento, la administracién de MSCs en el modelo STZ-icv en rata ha sido poco investigada
(Isik y col. 2016; Mohammadi y col. 2018). En el presente capitulo, evaluamos la efectividad de un
método de administracién no invasivo, basados en el estudio de Panchenko y col. en el que se
informé que las MSCs pueden llegar al cerebro mediante inyecciones iv en un modelo de

neurodegeneracién de tipo Alzheimer (Panchenko y col. 2014). Como describimos previamente en
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el capitulo Ill, se ha demostrado que distintas estrategias de administracién intracerebral de MSCs
en modelos animales con trastornos neurodegenerativos, ademas de la EA, mejoran los déficits
cognitivos (Cho y col. 2006; Bantubungi y col. 2008). A pesar de las diferencias en las fuentes de
células madre y en el paradigma de inyeccidn utilizados, resulta particularmente interesante que
nuestro tratamiento con hUCPVCs-iv logré mejorar los cambios de comportamiento vy

neurodegenerativos a los 3 meses posteriores a la inyeccién de STZ en ratas.

La tendencia natural de los animales en un nuevo entorno es explorarlo, tal como en el test de campo
abierto. En linea con los hallazgos anteriores que demostraron una disminucién del comportamiento
exploratorio y ansioso en este modelo (Hosseinzadeh y col. 2015; Fedotova y col. 2016), las ratas
qgue recibieron STZ presentaron un mayor tiempo de grooming y una menor actividad de cruce, lo
gue indica un comportamiento de mayor ansiedad y de menor exploracion. En concordancia,
observamos un aumento de la ansiedad reflejado por el menor nimero de entradas en el area
central. Las ratas que recibieron MSCs mejoraron estos parametros, siendo similares a los del grupo
control, corroborando asi el efecto beneficioso ejercido por la terapia hUCPVCs contra el deterioro
de la conducta de exploracién y la ansiedad. Vale la pena sefalar que, como se menciond
previamente en el capitulo IV, hemos evaluado con anterioridad el rendimiento motor y, de acuerdo
con estudios previos (Ozkay y col. 2012; Saxena, Patro y Nath 2011; Bokare y col. 2018), no

encontramos diferencias significativas en los animales STZ-icv (Zappa Villar y col. 2018).

Las ratas de laboratorio muestran normalmente un enterramiento innato-defensivo de objetos
desconocidos colocados en sus jaulas, y este comportamiento es considerado como una respuesta
apropiada, ya que elimina la fuente del estimulo aversivo. Alternativamente, se ha postulado que el
comportamiento de enterramiento es gratificante o compulsivo (Njung’e y Handley 1991;
Broekkamp 1989; Thomas y col. 2009). Los resultados informados anteriormente mostraron que
ratones transgénicos de EA (Tg-APP / PS1) enterraron menos canicas que los no transgénicos (Kim y
col. 2012). En nuestro estudio, se realizé el test MB para evaluar el efecto de las hUCPVCs en dicho
comportamiento defensivo en ratas expuestas a STZ-icv. Los resultados demostraron que la STZ
conduce a una disminucion del enterramiento, mientras que la terapia celular restaurd
significativamente este comportamiento, lo que sugiere que las ratas STZ+MSC pueden tener un
umbral defensivo mas bajo para tales estimulos desconocidos, similares a los del grupo de control. El
importante papel de la disfuncién hipocampal en el desarrollo de la EAE en ratas STZ-icv se discutid

en el capitulo IV y en articulos recientes (Zappa Villar y col. 2018; Salkovic-Petrisic y col. 2013; Grieb
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2016). Asimismo, hay evidencia que sustenta la contribucién del hipocampo en control del
comportamiento defensivo en roedores (Dringenberg, Levine y Menard 2008). Por lo tanto, resulta
plausible postular que el efecto benéfico de las MSCs atenda la disfuncidn hipocampal involucrada

en el comportamiento de enterramiento aberrante (Deacon y Rawlins 2005).

Observamos que, 3 meses después de la inyeccién de STZ-icv, las ratas no revelaron un deterioro del
aprendizaje espacial, al menos bajo el protocolo de BM llevado a cabo en nuestro estudio. Por el
contrario, estos animales si mostraron tener deteriorada la memoria espacial, dado que en el PT
cometieron mas errores y mostraron una tendencia de aumento de la latencia. Estos resultados son
consistentes con nuestro trabajo previo (capitulo IV) realizado un mes después de la STZ-icv (Zappa
Villar y col. 2018), y también con los déficits de memoria espacial observados por otros autores en

el MWM (Guo y col. 2017; Salkovic-Petrisic y col. 2015).

Los resultados del presente capitulo demostraron que el tratamiento con hUCPVCs logré mejorar el
déficit de memoria, inducido por la STZ, evaluado en el PT. Ademds, observamos que los animales
qgue recibieron la terapia con MSCs mostraron una propension a elegir estrategias de buisqueda mas
eficientes a lo largo de los AT y PT (es decir, un menor uso de la estrategia de busqueda aleatoria) y
una mejoria en la retencién de la memoria durante el PT, dos componentes que contribuyen a la

magnitud de la frecuencia exploratoria en el agujero meta.

Varios estudios han propuesto que el volumen y la pérdida neuronal en CA1 del hipocampo, son
caracteristicas tempranas de la EA, y estdn fuertemente correlacionadas con el estado cognitivo
(Zappa Villar y col. 2018; Su y col. 2018; Bobinski y col. 1998; Eigh y col. 2006; Stoub y col. 2006).
Previamente, se observd que la STZ a los 21 dias inducia neurodegeneracién en el hipocampo,
particularmente en el darea CA1 (Majkutewicz y col. 2016). En el capitulo IV, de manera similar,
observamos una disminucidn en la inmunomarcacién de NeuN en ratas STZ y sugerimos su relacion
con la muerte neuronal en el hipocampo dorsal (Zappa Villar y col. 2018). En el presente trabajo,
nuestros resultados muestran que la STZ-icv a 3 meses induce una reduccion del volumen del SRy
una pérdida de neuronas piramidales en CA1. Como esperabamos, la terapia hUCPVCs restauré tanto
el volumen como la pérdida de neuronas evaluados en el hipocampo. Ademas, determinamos que el
volumen del SR se correlaciona positivamente con las lineas cruzadas y las entradas al area central
en el OF, y negativamente con la preferencia por la estrategia aleatoria, lo que sugiere que el impacto

de la terapia en el comportamiento exploratorio podria estar mediado por la restauracién del
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volumen del hipocampo. Es probable que la sefializacion paracrina de hUCPVCs esté involucrada en
la recuperacién de la atrofia estructural del SR y CA1 que conlleva a la neurodegeneracion del

hipocampo y al deterioro cognitivo inducidos por la STZ.

El nicho de neurogénesis adulta en el GD es susceptible al deterioro por varios factores, tales como
el envejecimiento y la EA (Pardo y col. 2016; Lazarov y Marr 2010). En este sentido, la inyeccién de
STZ induce una disminucién marcada en la tasa de neurogénesis, como se ha observado previamente
(Sun y col. 2015; Bassani y col. 2018). Ademads, nuestros datos muestran una correlacién negativa
notable entre el nimero de neuroblastos y la microgliosis. Estos resultados apoyan la hipdtesis de
gue la neuroinflamaciéon tiene un efecto perjudicial sobre la neurogénesis, y tanto Ila
neuroinflamacién como las alteraciones en la neurogénesis contribuyen a los déficits cognitivos en

el modelo STZ-icv de EAE (Bassani y col. 2018).

Resulta importante destacar aqui que estudios anteriores de nuestro grupo describieron que la
disminucion de DCXir en el GD relacionada con la edad pueden restaurarse por la sobreexpresion de
IGF-1 (Pardo y col. 2018). En esta linea, planteamos la hipdtesis de que los factores de crecimiento
secretados por las MSCs podrian tener un efecto positivo sobre los neuroblastos. Sin embargo, no
resultd ser el caso ya que el andlisis morfométrico revelé que la terapia celular no tuvo un efecto
beneficioso sobre el recuento de neuroblastos DCXir. Consecuentemente, dado que la terapia con
MSCs mejord el comportamiento en el OF, LB y MB, pero no se evidencié una mejora en la
neurogénesis, sugerimos que este proceso fisiolégico no tendria un rol relevante en los

comportamientos analizados.

Se ha establecido fehacientemente que la neuroinflamacién desempefia un papel importante en la
EA (Bronzuoli y col. 2016; Spangenberg y Green 2017; Medeiros y LaFerla 2013). En el SNC, los
astrocitos y las células microgliales se activan a menudo en enfermedades neurodegenerativas. Como
se mencioné anteriormente, la STZ-icv provocé un aumento notable de la gliosis hipocampal, en
concordancia con estudios previos a diferentes tiempos post STZ (Zappa Villar y col. 2018; Kraska y
col. 2012; Weinstock y Shoham 2004; Rodrigues y col. 2010), y, ademas, esta gliosis parece

contribuir con los déficits cognitivos observados en el modelo EAE en rata (Bassani y col. 2018).

Si bien la terapia hUCPVCs no ejercid un efecto modulador de la astrogliosis pronunciado, registramos
una disminucién interesante de la microgliosis. Cabe destacar que esta caida no alcanzé los niveles

del grupo Sham, lo cual abre la discusidon sobre si dicha disminucién cuantitativa, pero no
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restaurativa, es suficiente para restablecer la funcidn cognitiva y sindptica en el modelo STZ. Estudios

adicionales son necesarios para esclarecer este punto.

El efecto benéfico de las MSCs podria estar mediado por sus propiedades inmunorreguladoras y
regenerativas (Katarina Le Blanc y Mougiakakos 2012; Lin y col. 2017; Drommelschmidt y col. 2017).
Ciertamente, se reportd que dichas células pueden mantener el fenotipo en reposo o controlar la
activacidon microglial mediante la produccién de diversos factores, lo que sugiere que las MSCs
podrian ser una herramienta terapéutica prometedora para el tratamiento de enfermedades

asociadas con la microgliosis (Yan y col. 2013).

Se ha comprobado que la pérdida sinaptica, ampliamente caracterizada en la EA, posee una
importante asociacién con el deterioro cognitivo (Terry y col. 1991), lo que sugiere un papel causal
para la disminucién de la integridad sindptica en la etiologia de la enfermedad (Forner y col. 2017;
Sze y col. 1997). El presente estudio reveld una disminucién en la expresion de proteinas
presinapticas en el hipocampo de los animales STZ y el tratamiento con hUCPVCs restauro los niveles
de la mayoria de estas proteinas (SYT1, SYP y GADG65), lo que indica que la terapia celular con
hUCPVCs confiere proteccién contra la desregulacién sinaptica inducida por la STZ-icv. Aunque el
mecanismo especifico aun se desconoce, probablemente la disminucion de la expresién de las
proteinas presinapticas en el grupo STZ afecta la liberacidon de neurotransmisores, dificultando asi las
funciones fisioldgicas de las neuronas (Sze y col. 1997; Zhang y col. 2013; Schwab y col. 2013).
Conjuntamente, determinamos que el volumen del hipocampo correlaciona positivamente con la
expresion de las proteinas sinapticas evaluadas. Al respecto, se sabe que el volumen hipocampal esta
altamente relacionado con el comportamiento (Bobinski y col. 1998; Su y col. 2018). Por ende, la
terapia celular probablemente restaura las funciones fisiolégicas de las neuronas del hipocampo
protegiendo la integridad sindptica, lo que promueve una recuperacion de las conductas

comporta mentales.

Anteriormente se demostré que los procesos microgliales hacen conexiones intimas pero transitorias
con elementos sinapticos neuronales (Wake y col. 2009; Ojo y col. 2012). La activacion microglial en
el hipocampo observada en nuestro modelo de EAE, posiblemente prolongada en el tiempo debido
a que también la observamos a los 25 dias post STZ-icv (Zappa Villar y col. 2018), podria inducir a la
liberacién de citocinas proinflamatorias que contribuyen al deterioro sinaptico y de las funciones

cognitivas (Streit, Mrak y Griffin 2004; Perry y O’Connor 2010; Jiang, Yu y Tan 2012). En esta linea,
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la proteccién ante la neuroinflamacién y la pérdida sindptica inducidas por la terapia hUCPVCs se
evidencio en la prevencién del dafo cognitivo en nuestros animales, tal como se demostré en los test
de comportamiento. Asimismo, encontramos que la microglia reactiva se correlaciond
negativamente, por un lado, con las proteinas sindpticas (SYT1, SYT2, SYP y GAD67), lo que sugiere la
modulacion de la transmision sinaptica por las células gliales, y por el otro, junto con el
comportamiento de enterramiento defensivo. Este interesante vinculo entre la neuroinflamacién del

hipocampo y el enterramiento aberrante se explorara mas a fondo en futuros estudios.

En conjunto, nuestros datos revelan que la inyeccién de hUCPCV-iv es una terapia prometedora para
restaurar el comportamiento deteriorado, caracteristico de la EAE. Adema3s, los resultados respaldan
el concepto de que la neuroproteccion de las MSCs es ejercida por su capacidad restaurativa en la
atrofia estructural y la microgliosis del hipocampo. Un hallazgo relevante es que la atenuacion de la
gliosis hipocampal puede desempenar un papel importante en la recuperaciéon del enterramiento
defensivo junto con una mejora del dafio sinaptico. El desarrollo de terapias con MSCs para
enfermedades neurodegenerativas aun se encuentra en sus primeras etapas y se requieren estudios

futuros para desentrafiar los mecanismos especificos de este tratamiento prometedor.
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CAPITULO VI: TRANSFERENCIA GENICA DE IGF-1 EN MODELOS IN VITRO E IN VIVO DE
ENFERMEDAD DE ALZHEIMER, INDUCIDOS POR OLIGOMEROS DEL PEPTIDO BETA-
AMILOIDE (Objetivo especifico 4)

Los estudios in vitro en cultivos primarios de neuronas hipocampales de rata e in vivo en ratones
fueron realizados en el Laboratdrio de Doengas Neurodegenerativas del Dr. Sergio T. Ferreira,
Instituto de Bioquimica Médica Leopoldo de Meis, Universidad Federal de Rio de Janeiro, Brasil. Los
analisis morfométricos en el hipocampo se llevaron a cabo en nuestro Laboratorio, INIBIOLP, FCM -

UNLP.

6.1 Resena introductoria

Evidencia considerable indica que los oligdmeros del péptido beta-amiloide (OBAs) se acumulan en
los cerebros con EA, y estarian implicados en la disfuncién sinaptica temprana y el deterioro de la
memoria. Previamente, el grupo brasilefio informado que la exposicién de neuronas hipocampales a
los OBAs induce lainternalizaciéon de los Rl y la inhibicion del IRS-1, induciendo resistencia a la insulina

neuronal.

La insulina y el IGF-1 desempefian un papel importante en la supervivencia neuronal, el aprendizaje
y la memoria, y sus posibles efectos beneficiosos se han probado en ensayos clinicos para la EA.
Aunque la insulina parece mejorar la cognicidon en individuos control y en etapas tempranas de la EA,
los efectos protectores pueden no observarse en etapas tardias de la enfermedad. Posibles
explicaciones para esto incluyen la eliminacion del Rl de la superficie neuronal instigada por
oligdmeros, y el bloqueo de la sefializacion mediada por dicho receptor debido a la inhibicidon de IRS-

1 inducida por OBAs.

En el presente estudio, hemos investigado si el IGF-1 podria utilizarse para eludir el bloqueo de
sefializacion del Rl y promover la activacidon alternativa de las vias relacionadas con la insulina,
protegiendo asi a las neuronas del dafio inducido por OBAs. Para probar nuestra hipodtesis,
empleamos un vector adenoviral recombinante para inducir la sobreexpresién de IGF-1 (RAd-IGF-1)
antes de la exposicion a los OBAs, tanto en modelos de EA in vitro, en cultivos de neuronas
hipocampales, como in vivo, en ratones Swiss. Luego, evaluamos los cultivos para determinar la unién
de los OBAs a las neuronas, la integridad sindptica y el estrés oxidativo neuronal. En los animales,

analizamos las alteraciones de memoria y morfolégicas en el hipocampo.
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6.2 Materiales y Métodos

6.2.1 Preparacion y caracterizacion de los OBAs

El péptido BA-(1-42) (catalogo 642-15, California Peptide Research Inc., Napa, CA) se prepardé como
una pelicula seca de hexafluoro-2-propanol y se almacend en alicuotas a -80 °C como se describid
previamente (Lambert y col. 1998). La pelicula de péptido se resuspendié con dimetilsulféxido
anhidro (DMSO; Sigma, St. Louis, MO) para obtener una solucién 5 mM. Esta solucién se diluyd en
PBS estéril a 100 uM (DMSO 2 %) y se conservé por 24 hs a 4 °C. De la misma manera se conservo
una solucion de DMSO al 2 % en PBS para ser utilizada experimentalmente como vehiculo control
(Veh). La preparacién se centrifugd a 14.000 g durante 10 min a 4 °C para eliminar los agregados
insolubles (protofibrillas y fibrillas), y los sobrenadantes que contenian OBAs solubles se transfirieron
a tubos limpios y se almacenaron a 4 °C hasta su utilizacién, en un periodo maximo de 48 hs. Para
determinar la concentracién de oligdmeros en las preparaciones se utilizd el kit BCA (Pierce,
Rockford, IL), basado en el método del acido bicinconinico (BCA) de medida de concentracion de

proteinas.

6.2.2 Cultivos neuronales

Los cultivos primarios de neuronas hipocampales fueron preparados a partir de embriones de rata
SD con 18 dias de gestacion, como se ha descrito previamente (De Felice y col. 2008). Después de la
decapitacion de los embriones, los cerebros fueron removidos y transferidos a una placa de Petri
conteniendo una solucion estéril de PBS glucosa 2 % a 37 °C. Con la ayuda de lupa, los hipocampos
fueron disecados, las meninges fueron retiradas y el tejido fue fraccionado con tijera quirdrgica
estéril. Las células fueron disociadas mecdnicamente con pipeta Pasteur de punta flambeada vy
centrifugadas a 1000 g durante 4 min a temperatura ambiente. Después de la remocion del
sobrenadante, las células fueron resuspendidas en medio Neurobasal suplementado con 2 % de B27
(Gibco, Grand lIsland, NY), 0.5 mM de glutamina (Gibco), 100 U/mL de penicilina/estreptomicina
(Gibco) y 10 pg/mL de fungizona (Cristdlia, Itapira, SP). Después de la cuantificacion en camara de
Neubauer, las células fueron plaqueadas con una densidad de 1.500 células/mm?2 (placas de 6y 96
pocillos, 100 y 400 pl por pocillo respectivamente). Las placas fueron previamente tratadas con
solucion de poli-L-lisina a 10 pg/ml. Los cultivos se mantuvieron a 37 °C, en estufa humeda con 5 %
de CO2, hasta el final de los experimentos a los 21 dias post-plaqueo. Un tercio del volumen de medio

en cada pocillo fue cambiado por medio Neurobasal suplementado fresco cada 7 dias in vitro (DIV).
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Los cultivos con 18 DIV se trataron con PBS o con el RAd que contiene la secuencia de IGF-1 (RAd-
IGF-1) (Figura 43) (Herefit y col. 2007; Bellini y col. 2011) usando una multiplicidad de infeccién
(MOIl) de 300 unidades formadoras de placa (pfu)/célula. Posteriormente, a las 21 DIV, se trataron
con Veh o con OBAs (500 nM) durante 3 hs. Se evaluaron los siguientes grupos experimentales por

triplicado:

I- PBS / Veh;

lI- RAd-IGF-1 / Veh;

l1l- PBS / OBAs;

IV- RAd-IGF-I / OBAs.

La MOI de RAd seleccionada se basdé en estudios previos de caracterizacion del adenovector (Herefu
y col. 2007) y no indujo disminucién de la viabilidad de los cultivos neuronales. El tiempo y dosis de

OPBAs elegidos en los cultivos, han mostrado inducir neurotoxicidad vinculada a la EA (De Felice y col.

2008).

RAd-IGF-1
W RAd-I
ot——— . I o
ITR PmCMV SV40pA ITR
AE1 AE3

Figura 43: Representacion esquematica del RAd-IGF-1. Esquema de un adenovirus tipo 5 (A). Esquema del
RAd conteniendo al gen de IGF-1 de rata (B). Abreviaturas: IGF-1, cDNA para IGF-1 de rata; ITR, repeticion
terminal invertida; PminCMV, promotor minimo de citomegalovirus; SV40, sefial de poliadenilacién del virus
simio 40; AE1 and AE3, deleciones en el genoma; W, seiial de empaquetamiento.

6.2.3 Medicion de viabilidad celular

Se determind la viabilidad de los cultivos neuronales experimentales mediante el método
espectrofotométrico de MTT (bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol2-ilo]-2,5- difeniltetrazol). Este método

se basa en la reduccion metabdlica del MTT realizada por la enzima mitocondrial succinato-
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deshidrogenasa en un compuesto coloreado de color azul (formazan), por tanto, la cantidad de

células vivas es proporcional a la cantidad de formazan producido.

Después del tratamiento, los cultivos neuronales fueron incubados durante 4 hs con MTT 100 pg/ml.
Las células fueron disgregadas vy los cristales de azul de formazan se disolvieron por la adiciéon de 100
ul de una solucién de SDS en HCl 10 mM. Luego de incubar 16 hs a 25 °C, se midio la absorbancia a
540 nm en un lector de placas. El resultado se expresé como porcentaje de MTT reducido respecto
al control (células sin nada). Se realizaron tres experimentos con cultivos neuronales independientes

(N =3), cada uno con triplicado por condicién experimental.

6.2.4 Medicién de las especies reactivas del oxigeno

La formacion de EROs se evalud en los cultivos neuronales usando la sonda fluorescente CM-
H2DCFDA (Molecular Probes) sensible a la formacién de varios tipos de EROs, incluyendo perdxido
de hidrogeno, radical hidroxilo, radicales peroxilo y peroxinitrito. El anidon superdxido se detecta
después de su dismutacion en peréxido de hidrégeno por superdxido dismutasa neuronal. Después
de 30 min de carga con la sonda fluorescente 2 uM (De Felice y col. 2007), las neuronas se enjuagaron
tres veces con PBS y dos veces con medio neuro-basal sin rojo fenol a 37 °C. Inmediatamente, se
tomaron imagenes de las células en un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse TE 300-U. Se
realizaron al menos tres experimentos con cultivos neuronales independientes, cada uno con
triplicado por condicion experimental. Fueron adquiridas tres imagenes de campos seleccionados
aleatoriamente por pozo. Los resultados obtenidos en experimentos independientes se combinaron
para permitir estimaciones cuantitativas de los cambios en los niveles de EROs neuronales. El andlisis
cuantitativo de los datos de inmunofluorescencia se realizé con el software Imagel (versién de
Windows; National Institutes of Health) utilizando un umbral apropiado para eliminar la sefial de

fondo, como fue descripto por De Felice y col. (De Felice y col. 2007).

6.2.5 Inmunocitoquimica y marcacion con faloidina

A los 21 DIV, se evalud la union de los oligdmeros, el nivel de R-IGF-1 y de las espinas dendriticas en
los cultivos primarios de hipocampo sembrados en cubreobjetos (laminas). Para Ia
inmunocitoquimica, las células fueron fijadas 10 min con formaldehido al 4 % en PBS y bloqueadas
por 2 hs en una solucién con 10 % de suero normal de cabra (Gibco, Grand Island, NY) en PBS, en una

camara humeda a temperatura ambiente, como lo describié De Felice (De Felice y col. 2009).
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Después del bloqueo, las células fueron incubadas a 4 °C durante 12 hs en presencia del anticuerpo
primario monoclonal IgG de ratén anti-OBAs NU4 (1:1000, gentilmente cedido por el Prof. William
Klein, Northwestern University), o del anticuerpo primario monoclonal I1gG de ratén anti-R-IGF-1
(1:500, Santa Cruz, sc-81464), durante una noche a 4 °C. Posteriormente, las neuronas se lavaron con
abundante PBS y se incubaron durante 3 hs a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario

anti-lgG murino conjugado con Alexa Flour 488 (1:1000, Molecular Probes, Carslbad, CA).

Para evaluar las espinas dendriticas, las neuronas se fijaron con formaldehido al 4 % en PBS y se
marcaron con faloidina conjugada con Alexa Flour 488 (Alexa Fluor 488 Phalloidin, Invitrogen
A12379), durante 20 min a temperatura ambiente, de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

La faloidina se une a los haces densos de actina F localizados en las espinas dendriticas.

Finalmente, las células fueron visualizadas en los cubreobjetos montados con Prolong Gold y DAPI
(Molecular Probes) en un microscopio Nikon Eclipse TE 2000-U. La evaluacién cuantitativa de las
imagenes se llevé a cabo mediante el andlisis de la intensidad de fluorescencia usando el software
Image J (version de Windows; National Institutes of Health). Los cuerpos celulares se eliminaron
digitalmente de las imagenes de modo que solo se cuantificd la inmunotinciéon en los procesos
dendriticos. Se empledé un umbral apropiado para eliminar la sefial de fondo y se obtuvieron
imagenes de treinta campos, aleatoriamente escogidos, en cada una de las 3 [dminas para cada

condicién experimental.

6.2.6 Animales e inyecciones intracerebroventriculares

Se utilizaron ratones Swiss machos de tres meses de edad. Los animales se alojaron en grupos de
cinco en cada jaula con acceso libre a comida y agua, con ciclos de 12 hs de luz/oscuridad y con
temperatura y humedad ambiente controladas. Todos los procedimientos siguieron los Principios de
Cuidado de Animales de Laboratorio de los Institutos Nacionales de Salud y fueron aprobados por el
Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de la Universidad Federal de Rio de Janeiro
(protocolo IBgM 130/15). Los animales fueron asignados de forma aleatoria a los diferentes grupos

experimentales.

Para la inyeccion icv de RAd-IGF-1 (o PBS) y ABOs (o Veh), los animales se anestesiaron durante 7 min
con isoflurano al 2,5 % (Cristalia, Sao Paulo, Brasil) usando un sistema vaporizador (Norwell, MA).

Una aguja de 2,5 mm de largo fue inyectada unilateralmente, 1 mm a la derecha del punto medio

130



equidistante a cada ojo y 1 mm posterior a una linea trazada a través de la base anterior de los ojos
(Laursen y Belknap 1986; Fortuna y col. 2017). Se inyectaron 3 pl de RAd-IGF-1 (5x108 pfu/ul)
(Herend y col. 2009) (o el equivalente de PBS) en 30 sy, 5 dias después, se realizé la inyeccién de 10
picomoles de ABOs (o el equivalente de Veh) en un volumen final de 3 pl (Figura 44.B-C). Los ratones
gue mostraron signos de hemorragia cerebral (aproximadamente el 5 % de los animales a lo largo de

nuestro estudio) se excluyeron de los analisis.
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Figura 44. Inyeccion de tinte azul en el ventriculo cerebral lateral de ratones Swiss. Esquema de una seccién
coronal de cerebro de ratéon (A) [adaptado de Paxinos y Franklin, 1997]. Ventriculo lateral derecho donde se
realizo la inyeccidn icv (azul). Vista sagital (a lo largo de la linea media) de un cerebro de ratén después de la
inyeccion de 3 ul de tinte azul en el ventriculo (B). La flecha en B indica el sitio de inyeccion. Abreviaturas: Cx,
corteza; CC, cuerpo calloso; Cpu, caudado putamen; LV, ventriculo lateral; 3V, tercer ventriculo; D3V, tercer
ventriculo dorsal. Barra de escala 0,5 cm.

6.2.7 Evaluacion de la memoria de reconocimiento

El test NOR se realizé en un campo abierto de 30 x 30 x 45 cm, cuyo piso estaba dividido por lineas
en nueve rectangulos iguales. Se utilizaron objetos de plastico de diferentes formas y texturas. Las
pruebas preliminares mostraron que ninguno de los objetos utilizados en nuestros experimentos
evocd una preferencia innata. Todas las etapas del test fueron filmadas con una camara digital

suspendida en el techo del cuarto de comportamiento.
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Dos horas antes del entrenamiento, cada animal se sometio a una sesion de habituacién de 5 min de
duracion, en la que se les permitid explorar libremente la arena vacia. El entrenamiento consistié en
una sesion de 5 min de duracion durante la cual los animales se colocaron en el centro de la arena
en presencia de dos objetos idénticos. Dos horas después del entrenamiento, los animales fueron
nuevamente colocados en la arena durante 5 min para la sesién de reconocimiento, en la cual uno
de los dos objetos utilizados en la sesién de entrenamiento fue reemplazado por uno nuevo. La arena
y los objetos se limpiaron minuciosamente entre ensayos con etanol al 10 % para eliminar las sefiales

olfativas.

Olfatear y tocar el objeto se consideré como comportamientos exploratorios. Se midié el tiempo que
dedicé el animal a explorar los objetos familiares y el novedoso. Los resultados se expresaron como
porcentaje de tiempo explorando cada objeto durante la sesidon de reconocimiento y se analizaron
mediante t-Test de Student, comparando el tiempo medio de exploracién para cada objeto con el
valor fijo del 50 % (que corresponde al porcentaje por azar). Por definicion, los animales que
reconocen el objeto familiar como tal (es decir, aprenden la tarea) exploran el objeto nuevo > 50 %

del tiempo total.

6.2.8 Evaluaciéon del comportamiento depresivo

El método se basa en la observacion de ratones suspendidos por la cola, los cuales alternan su
comportamiento entre periodos de agitacion e inmovilidad. El comportamiento esperado es una baja
inmovilidad como indicio de lucha o huida, por lo que tiempos menores de inmovilidad demuestran

un comportamiento menos depresivo.

Los ratones fueron colgados durante 6 min utilizando una cinta adhesiva colocada a 20 mm del
extremo de su cola. Para cada animal, se cuantificé el tiempo de inmovilidad y el resultado se expresé

como porcentaje de tiempo inmdvil en los 6 min de prueba.

6.2.9 Diseino experimental

Los animales fueron divididos aleatoriamente en cuatro grupos de 10 animales cada uno: |- PBS /
Veh; II- RAd-IGF-1 / Veh; 1lI- PBS / OBAs; IV- RAd-IGF-1 / OBAs. En el DEx 0, los ratones fueron tratados
con una inyeccion icv unilateral de PBS (grupos | y lll) o de RAd-IGF-1 (grupos Il y V). Cinco dias
después (DEx 5), mediante una segunda inyeccion icv idéntica y en el mismo sitio, los animales

recibieron Veh (grupos Iy Il) o ABOs (grupos Il y IV). En el DEx 6 los ratones se sometieron al protocolo
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del test NOR y al dia siguiente, DEx 7, se realiz6 el test de suspensidn por la cola (6 min) y, finalmente,

la eutanasia de todos los animales (Figura 44.A).

6.2.10 Procesamiento de los cerebros

El DEx 7 los animales destinados a estudios bioquimicos fueron decapitados, se les extrajo el cerebro
y se disecaron los hipocampos bilaterales para ser inmediatamente congelados en nitrégeno liquido.
Por otra parte, los animales destinados a IHQ fueron anestesiados con sevofluorano y se realizdé una
perfusion intracardiaca a una velocidad de 3 ml/min con una bomba peristaltica (Gilson modelo
minipuls 2 MP312), primero con 50 ml de solucidn fisioldgica heparinizada (0,86 Ul/ml), seguido de
100 ml de PFA al 4% en buffer fosfato (PB) 0,1 M pH 7,4, preparado inmediatamente antes de la
perfusion. Los cerebros se extirparon, se fijaron en PFA al 4 % a 4 °C durante toda la noche.
Posteriormente se cortaron en 6 series de secciones coronales de 40 um de espesor con un vibratomo
(VT1000S, Leica Microsystems), es decir, en cada cerebro, una serie contiene una de cada seis
secciones para obtener un conjunto de secciones seriadas no contiguas que abarcaban el hipocampo
dorsal. Las secciones se mantuvieron en solucién criopreservadora (ver seccion 3.2.7) a -20 °C hasta

el momento de su uso.

6.2.11 Inmunohistoquimica e inmunofluorescencia

Para cada animal, se procesaron 3 series de secciones para evaluar microglia, astroglia y
neuroblastos. La IHQ para Ibal y GFAP se realizé segun se describié en la seccion 4.2.7. Se evalué el
numero de los neuroblastos como indicador de neurogénesis mediante inmunoflurescencia. Las
secciones se incubaron durante una noche a 4 °C con el anticuerpo primario policlonal anti-DCX,
hecho en cabra (dilucion 1:250; c-18, Santa Cruz Biotech, Dallas, Texas) y 2 hs a temperatura
ambiente con el anticuerpo secundario policlonal hecho en burro anti-cabra Alexa 594 (Jackson
ImmunoResearch, 705-585-003). Finalmente, se deshidrataron las secciones y se montaron con

Fluoromount-G (Invitrogen, 00-4958-02).

6.2.12 Obtencidn de imagenes

Para obtener las imagenes de las IHQ utilizamos un microscopio Olympus BX-51 conectado a una
camara de video Olympus DP70 CCD (Tokio, Japdn). Dentro del hipocampo, centramos nuestro
analisis en neuronas inmaduras del GD y células microgliales y astrogliales del SR, como se describid

previamente en la seccion 4.2.8.
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6.2.13 Volumen del Stratum Radiatum y del Dentate Hilus

El volumen del SR y del DH fue estimado empleando el método de Cavalieri. Se procedié como se
describid previamente para el caso del SR (ver seccion 4.2.9). Para cuantificar el area del DH de cada
secciéon, la muestra se delimitdé estableciendo como limite a la capa celular (GCL) del GD, cuya

extension varia en funcién de la morfologia de la regién (Paxinos G y Watson C 1998).

6.2.14 Analisis de neuroblastos y células gliales hipocampales

Los analisis de IHQ de DCX, Iba-1 y GFAP se realizaron, segun se detallé en las secciones 3.2.10 y

4.2.11-4.2.12.

6.2.15 Analisis de Western Blot para IGF-1

Con el fin de evaluar si 7 dias después de la administraciéon icv del RAd-IGF-1 aumentan los niveles de
IGF-1 en el hipocampo de los animales. Los niveles extracelulares de IGF-1 en el hipocampo se
determinaron por WB. Brevemente, los hipocampos fueron homogeneizados en buffer RIPA
conteniendo inhibidores de proteasa y fosfatasa como se describid previamente en la seccién 3.2.12.
Luego, muestras que contenian 30 pg de proteina se resolvieron en geles de poliacrilamida al 15 %
(Invitrogen) con buffer Tris-glicina-SDS y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Hybond ECL)
a 350 mA durante 1 h. Las membranas se bloquearon con BSA al 5% en TBS-T a temperatura ambiente
durante 2 hs y luego se incubaron a 4 °C durante toda la noche con anticuerpo primario policlonal de
conejo anti-IGF-1 (1:500, Santa Cruz, sc-9013) diluido en buffer de bloqueo. Las membranas se
incubaron luego con anticuerpo secundario anti-conejo conjugado con IRDye 800CW (1:10.000) a
temperatura ambiente durante 2 hs. Se obtuvieron imagenes usando el sistema de formacion de

imagenes Odyssey® y se analizaron usando el software NIH Image J.

6.2.16 Analisis estadistico

Todos los estudios in vitro junto con el test de suspension por la cola, el WB y andlisis morfométricos
en el hipocampo se analizaron mediante ANOVA de una via. En el test NOR, las comparaciones del
tiempo total de exploracién de los objetos familiares y novedosos durante las sesiones de
entrenamiento y reconocimiento se examinaron mediante t-Test contra un valor fijo. Se usaron
pruebas post-hoc cuando fue apropiado. Todos los datos se representaron como media + SEM y se

estimaron utilizando el software Graph Prism. P < 0,05 fue establecido como significativo.
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6.3 Resultados

6.3.1 Viabilidad de los cultivos neuronales transducidos con el vector adenoviral y expuestos a
OBAs

Iniciamos nuestros analisis investigando si las neuronas hipocampales serian afectadas por la
exposiciéon a la MOI seleccionada de nuestro vector adenoviral y por la concentraciéon de OBAs
elegida. Los resultados de evaluar la viabilidad de los cultivos primarios expuestos a las diferentes
condiciones experimentales indican que la exposicidon al RAd-IGF-1 (MOI de 300 pfu/célula) durante

3 dias y/o a los OBAs (500 nM) por 3 hs no altera la viabilidad de los cultivos neuronales (Figura 45).
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Figura 45: Viabilidad de los cultivos neuronales por el ensayo de MTT. Se determiné la viabilidad de las

neuronas hipocampales incubadas con RAd-IGF-1 (MOI de 300 pfu/célula) durante 3 dias y/o OBAs (500 nM)
por 3 hs respecto al control. N =3

6.3.2 Niveles del receptor de IGF-1 no alterados en la superficie neuronal por exposicion a OBAs in
vitro

Para esclarecer si los OBAs inducen la internalizacién del R-IGF-1 y, consecuentemente, bloquean su
activacion por el IGF-1 circulante, evaluamos los niveles de dicho receptor en la membrana
plasmatica. Nuestros resultados demuestran que la exposicidn de cultivos de neuronas hipocampales
a OBAs (500 nM) durante 3 hs no indujo ninglin cambio en los niveles del R-IGF-1 en la superficie de
la célula (Figura 46). Esto sugiere que la via de activacién del R-IGF-1 puede ser un potencial objetivo

para compensar los dafios ocasionados por el tratamiento con OBAs.
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Figura 46. Niveles de receptor de IGF-1 en la superficie neuronal cuantificados en % de intensidad de
fluorescencia en cultivos primarios de neuronas hipocampales para las distintas condiciones experimentales
respecto al control. Objetivo 400X. N = 3.

6.3.3 Prevencion del aumento de especies reactivas del oxigeno inducido por los OBAs in vitro

Para evaluar el estrés oxidativo en nuestro modelo experimental in vitro, los cultivos de neuronas
hipocampales de 18 DIV fueron transfectados con el vector RAd-IGF-1 para inducir la sobreexpresién
de IGF-1 vy, a los 21 DIV, se los expuso a OBAs (500 nM) durante 3 hs. Confirmamos que la
concentracion de OBAs evaluada causa un aumento en los niveles de EROs en comparacion con los
cultivos controles, mientras que las neuronas transfectadas con RAd-IGF-1 no difieren del control,
sugiriendo que el pretratamiento con IGF-1 protege a las neuronas contra el aumento de EROs

inducido por los OBAs (Figura 47).
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Figura 47. Niveles de especies reactivas del oxigeno en neuronas hipocampales. Cuantificacion del porcentaje
de intensidad de fluorescencia CM-H2DCFDA en las distintas condiciones experimentales respecto al control
(A). Imagenes (100 X) representativas de cada gupo (B). N =3. * P<0,05.
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6.3.4 Proteccidn parcial de la pérdida de espinas dendriticas inducida por los OBAs in vitro

En el presente estudio, evaluamos si el IGF-1 es capaz de proteger a las neuronas hipocampales de la
disminucion en el numero de espinas dendriticas inducida por los OBAs mediante el tratamiento
previo de las neuronas con RAd-IGF-1. Para esto, los cultivos neuronales con 21 DIV, previamente
transducidos con el vector RAd-IGF-1 (18 DIV), fueron tratados durante 3 hs con OBAs 500nM vy se
cuantificd la cantidad de espinas dendriticas por inmunocitoquimica. En primer lugar, las neuronas
tratadas con RAd-IGF-1 que no fueron expuestas a los OBAs mostraron un leve incremento en el
numero de espinas dendriticas en comparacién con las neuronas control expuestas al Veh. Ademas,
de manera interesante, observamos que la sobreexpresion de IGF-1 atenud la pérdida de espinas
dendriticas inducida por los OBAs en los cultivos neuronales, aunque la modificacidn no alcanzé a ser

estadisticamente significativa (Figura 48).
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Figura 48. Espinas dendriticas de neuronas hipocampales. Cuantificacidon del porcentaje de intensidad de
fluorescencia utilizando faloidina 488 en las distintas condiciones experimentales respecto al control (A).
Imagenes (1000 X) representativas de segmentos dendriticos de cada gupo (B). N = 3.

6.3.5 Reduccion de la unién de OBAs a las neuronas in vitro

Con el objetivo de establecer si el efecto neuroprotector de IGF-1 estd mediado por el bloqueo de la
unién de OPBAs a las neuronas, los cultivos de neuronas hipocampales con 21 DIV, previamente
transducidos con el vector RAd-IGF-1 (18 DIV), fueron tratados durante 3 hs con OBAs 500 nM y se
cuantificaron los niveles de OBAs unido a las células por inmunocitoquimica. Observamos que el
tratamiento con IGF-1 disminuyd significativamente la unién de los OBAs a las neuronas (Figura 49),
lo que sugiere que el IGF-1 puede proteger a las neuronas de los efectos nocivos inducidos por los

OBAs de una manera dependiente a la reduccion en su union.
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Figura 49. Niveles de unién de OBAs en cultivos de neuronas hipocampales. Cuantificacidn del porcentaje de
intensidad de fluorescencia de NU4 en la superficie neuronal en las distintas condiciones experimentales
respecto al control (A). Imagenes (200 X) representativas de neuronas de cada gupo (B). N =3. * P <0,05.

6.3.6 Proteccion in vivo de la pérdida de memoria en ratones expuestos a OBAs

Para comprobar los efectos del IGF-1 sobre el desempeio cognitivo, evaluamos los animales
expuestos a OBAs mediante el test NOR. Inyectamos el vector RAd-IGF-1 icv en ratones Swiss y, 5 dias
después, utilizamos la misma ruta para inyectar 10 pmol de OBAs. Los OBAs-icv causaron una
alteracion cognitiva que se previno con el tratamiento con RAd-IGF-1, demostrando que la
sobreexpresidn de IGF-1 puede proteger a los ratones de la pérdida de memoria de reconocimiento

inducida por los OBAs (Figura 50).
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Figura 50. Test de reconocimiento del objeto nuevo. Esquema del disefio del test NOR (A); se realizo la sesién
de entrenamiento con dos objetos idénticos y, 2 hs después, se evalud la sesidon de reconocimiento con un
objeto nuevo. Porcentaje de exploracién de los objetos familiar (OF1) y nuevo (ON) en la sesion de
reconocimiento en los ratones Swiss para las distintas condiciones experimentales respecto al control (B). La
estadistica de columnas compara el % de tiempo de exploracién del objeto nuevo con el valor hipotético de
50 %. Los datos se expresan como media + SEM. N =9. * P <0,05.

Tiempo de exploracion (%)

6.3.7 Evaluacion del comportamiento depresivo en ratones expuestos a O3As

Un dia después del test NOR, los animales expuestos a OBAs fueron evaluados mediante el test de
suspension por la cola para comprobar los efectos del IGF-1 sobre el comportamiento depresivo. Si
bien se ve una tendencia hacia un mayor comportamiento depresivo en los animales tratados con
oligdmeros, este no llegd a ser significativo. Mds aun, no observamos diferencias significativas entre

los cuatro grupos experimentales (Figura 51).
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Figura 51. Test de suspension por la cola. No se observaron diferencias en el porcentaje de tiempo de
inmovilidad en los ratones Swiss para las distintas condiciones experimentales respecto al control. Los datos
se expresan como media £ SEM. N =9.

6.3.8 Aumento in vivo de los niveles de IGF-1 en el hipocampo

Al final del experimento evaluamos los niveles de IGF-1 en el hipocampo de los animales.
Confirmamos que el RAd-IGF-1 indujo un aumento de aproximadamente 200 % en los niveles

extracelulares de IGF-1 en el hipocampo, 9 dias después de la administracion del vector (Figura 52).
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Figura 52. Niveles de IGF-1 en el hipocampo de ratones Swiss. Cuantificacion por Western Blot expresado
como porcentaje para las distintas condiciones experimentales respecto al control. N = 4. * P <0,05.
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6.3.9 Cambios morfoldgicos en el hipocampo de los ratones expuestos a OBAs

6.3.9.1 Andlisis del volumen hipocampal

Se evalud el volumen del SR y del DH para buscar signos de atrofia hipocampal. No se observd

variaciéon del volumen de las regiones analizadas en ningun grupo experimental (Figura 53).
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Figura 53. Volumen del Stratum Radiatum (SR) y del Dentate Hilus (DH). No se observaron diferencias en los

porcentajes de los volimenes para las condiciones experimentales evaluadas respecto al control. Los datos se
expresan como media £ SEM. N =5,

6.3.9.2 Anadlisis de células microgliales

Las células microgliales Ibalir se contaron y clasificaron como reactivas y no reactivas en el SR
hipocampal. No hubo diferencias significativas en el nimero de células Ibalir reactivas (Figura 54),
no reactivas, ni totales (datos no mostrados) entre los grupos experimentales evaluados. Sin
embargo, se observd una tendencia a aumentar el porcentaje de células reactivas en el grupo con

oligdmeros (32 %) respecto del grupo control.
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Figura 54. Células microgliales Iba-1 inmunorreactivas (lba-1ir) en el Stratum Radiatum (SR) hipocampal. No
se observaron diferencias significativas en los porcentajes de células Iba-1 reactivas (A). Imagenes de las
células Iba-1lir (600X) en animales representativos de cada grupo experimental (B). Los datos fueron
representados como media + SEM. N = 5.

6.3.9.3 Andlisis de células astrogliales

El nimero de células GFAPir (astroglia) se evalué en SR y DH hipocampales (Figura 55). No se
encontraron diferencias significativas entre los grupos experimentales para este recuento en ambas
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Figura 55. Astrocitos GFAP inmunorreactivos (GFAPir) en el hipocampo dorsal. No se observaron cambios en
el niUmero de astrocitos GFAPir de los ratones Swiss en el Stratum radiatum (SR) (A) ni en el Dentate Hilus (DH)
(B). N = 5. Los datos fueron representados como media = SEM.
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Asi mismo, el analisis de Sholl en el SR no reveld diferencias en la complejidad de las ramificaciones
de los astrocitos ni tampoco en la longitud media de los procesos astrocitarios GFAPir (Figura 56).
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Figura 56. Analisis de Sholl de astrocitos GFAP inmunorreactivos (GAFPir) en el Stratum Radiatum (SR)
hipocampal. Imagenes de las células GFAPir (1000 X) en animales representativos de cada grupo experimental
(A). Complejidad de las ramificaciones calculada como el nimero de intersecciones i de los procesos por anillo
(B). Longitud promedio de los procesos astrocitarios estimada como la suma de los valores de i para cada anillo
multiplicado por 5 (C). No se observaron diferencias significativas. N = 25 astrocitos para cada rata. N = 5 por
grupo. Los datos se expresan como media + SEM.
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6.3.9.4 Analisis de neuronas inmaduras

Finalmente, evaluamos si el IGF-1 es capaz de proteger a los animales de la disminucién en la
neurogénesis inducida por los OBAs mediante el tratamiento previo con RAd-IGF-1. En primer lugar,
los ratones con OBAs mostraron una disminucion significativa en el nimero de células DCXir. Los
animales tratados con RAd-IGF-1 (no expuestos a los OBAs) mostraron un incremento, que no alcanza
a ser significativo, en el niumero de neuronas inmaduras en comparacién con los controles (con
vehiculo). Ademas, de manera interesante, observamos que la sobreexpresién de IGF-1 previno de

manera significativa la pérdida de la neurogénesis inducida por los OBAs en los animales (Figura 57).
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Figura 57. Neuronas DCX inmunorreactivas (DCXir) en el giro dentado (GD) hipocampal. Se observd una
disminucién significativa en el porcentaje de células DCXir para los animales tratados con OBAs y un notable
incremento luego de la sobreexpresién de IGF-1 (A). Neuroblastos DCXir en el GD de animales representativos
de cada grupo (1000 X) (B). N =5 por grupo. Los datos se expresan como media = SEM. Las comparaciones se
hicieron versus el grupo control. *P <0,05; **P <0,01.

6.4 Discusion

Los OBAs son toxinas solubles que se acumulan en el cerebro con EA e inducen fallo y pérdida de las
sinapsis y, eventualmente, déficit de memoria (Lacor y col. 2007; Shankar y col. 2008, 200; Koffie y
col. 2009; Wilcox y col. 2011; Sivanesan, Tan y Rajadas 2013; Selkoe y Hardy 2016; Lesné y col.
2006). En el presente estudio, evaluamos si la sobreexpresion de IGF-1 podria utilizarse para proteger

a las neuronas del dafio inducido por la exposicién exdgena a OBAs in vitro e in vivo.
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Previamente fue demostrado que la muerte neuronal inducida por los OBAs es dosis y tiempo
dependiente (Louzada y col. 2004; Alberdi y col. 2010). Las neuronas hipocampales maduras
presentan una reduccidn significativa de la viabilidad (evidenciada por el ensayo de MTT) a partir de
48 hs de exposicion a los oligdmeros a una concentracién final de 500 nM, la misma que fue utilizada
en el presente estudio, mostrando una toxicidad creciente después de tiempos mas largos de
exposicion (Saraiva y col. 2010). Coincidentemente, nuestros resultados no evidenciaron pérdida de

viabilidad en los cultivos neuronales con 24 hs de exposicién a dicha concentracién de OBAs.

Dado que los efectos de los OBAs se han relacionado con un deterioro en la sefializacidn de lainsulina
gue puede conducir a pérdida sindptica y neurodegeneracién en la EA, la reactivacién de la via
insulinica alterada aparece como un objetivo terapéutico de interés. Sin embargo, cabe mencionar
gue los OBAs inducen la internalizacion del Rl de la membrana plasmatica y, consecuentemente,
bloguean su activacién, lo que contribuye a la resistencia a insulina e impide el éxito de un
tratamiento basado en insulina (De Felice y col. 2009). Por ello resultaba interesante evaluar si se
puede sortear dicha limitacion utilizando otra molécula capaz de activar la via de la insulina, como es
el caso del IGF-1. En contraste con el efecto de los OBAs sobre el RI, observamos que la exposicidn
de cultivos de neuronas hipocampales a OBAs (500 nM) durante 3 hs no indujo ningiin cambio en los
niveles del R-IGF-1 en la superficie de la célula. Esto sugiere que la activacion del R-IGF-1 puede ser
un potencial blanco terapéutico para reactivar la sefalizacion de insulina alterada por el tratamiento

con OBAs y contribuir a atenuar la neurodegeneracién que éstos inducen.

El estrés oxidativo es un evento critico para el desencadenamiento del proceso degenerativo que
culmina en la pérdida de memoria caracteristica de la EA, particularmente mediado por la generacién
excesiva y continua de EROs intracelulares, disfuncidon mitocondrial y / o disminucidn de la actividad
de enzimas involucradas en la defensa antioxidante (Walsh y Selkoe 2004; Ferreira y Klein 2011). En
estudios in vitro se ha documentado que el IGF-I protegidé a los astrocitos del estrés oxidativo
generado con H202 (Genis y col. 2014). Planteamos entonces que el estrés oxidativo provocado por
los OBAs in vitro (De Felice y col. 2007) podria ser atenuado por la sobreexpresion del IGF-1.
Efectivamente, nuestros resultados confirman el efecto neuroprotector del pretratamiento con IGF-

1 contra el incremento de EROs inducido por los OBAs en neuronas hipocampales.

Por otra parte, las espinas dendriticas son estructuras postsinapticas necesarias para la plasticidad

neuronal y la formacion de la memoria. Previamente, se ha demostrado que los OBAs 500 nM
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reducen el nimero de espinas dendriticas in vitro después de 24 hs de exposicién (De Felice y col.
2009). En el presente estudio, observamos que la sobreexpresién de IGF-1 redujo levemente la
pérdida de espinas dendriticas inducida por los OBAs en los cultivos neuronales. En linea con nuestros
resultados, un estudio en ratones mutantes, que presentan disminucién de espinas sinapticas y de la
expresion de la proteina post-sindptica 95 (PSD-95), demostrd que el IGF-1 exdgeno incrementa la
densidad de espinas dendriticas y la expresién de la PSD-95 (Della Sala y col. 2016, 20). En estudios
previos de nuestro laboratorio, en el modelo de rata senil, la terapia con IGF-1 indujo la
sobreexpresidon de genes relacionados con la plasticidad sindptica en el hipocampo (Pardo y col.
2017). En conjunto, estos resultados y los nuestros le otorgan al IGF-1 un papel protector de la

sinapsis.

Estudios con neuronas tratadas con los OBAs mostraron que el tratamiento con insulina protege a
las neuronas de la toxicidad de los OBAs por disminucion de la unién de éstos a las neuronas (De
Felice y col. 2009). Teniendo en cuenta este trabajo, nos propusimos intentar esclarecer si el efecto
neuroprotector de IGF-1 esta mediado por el bloqueo de la unién de los oligémeros a las neuronas o
por la reactivacion de la via de supervivencia de la insulina. Dado que el tratamiento con IGF-1 generé
una disminucién significativa de la adhesidn, nuestros resultados sugieren que el efecto
neuroprotector del IGF-1 sobre las neuronas incubadas con OBAs es dependiente de la reduccién de
su union. Por lo tanto, la accién preventiva del IGF-1 en la formacién de EROs y en la pérdida de
espinas sindpticas aqui reportada probablemente deriva en primera instancia de su capacidad para

bloquear la unién de los oligédmeros a las neuronas.

Sobre la base de nuestros hallazgos respecto a la neuroproteccién del IGF-1 in vitro y estudios en los
cuales se hipotetizd que la sobreexpresion de IGF-1 en el cerebro podria prevenir el deterioro de Ia
memoria desencadenado por los OBAs (Bomfim y col. 2012) fue que realizamos un primer abordaje

terapéutico con IGF-1 en ratones del modelo de AE por la administracién icv OBAs.

En primer lugar, confirmamos que nuestro vector adenoviral aumentaba los niveles de IGF-1 en el
hipocampo cuando se inyectaba icv en el modelo de EA inducido por OBAs-icv. De manera similar, en
un estudio previo de nuestro laboratorio, se analizé la sobreexpresidon de IGF-1 en LCR de ratas luego
de la terapia génica con RAd-IGF-1 en los VL (Herefit y col. 2009). Luego, evaluamos los efectos de
ambos tratamientos en la memoria de los ratones mediante el test NOR. Como se ha informado

previamente (Fortuna y col. 2017) la concentracidn de oligémeros utilizada originé déficit cognitivo,
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el cual fue evitado con el pretratamiento con nuestro RAd-IGF-1. Este resultado soporta la idea que
la sobreexpresion de IGF-1 puede proteger contra la pérdida de memoria de reconocimiento en

modelos animales de EA.

Sin embargo, a diferencia de lo observado en la EA (Bademli, Lok y Selguk-Tosun 2018, 201) y en
otros modelos animales de EA (Weinstock y Shoham 2004), los OBAs-icv parecen no afectar los
mecanismos cerebrales involucrados en el comportamiento depresivo de los animales, al menos a la

dosis utilizada.

Por otra parte, otro estudio ha demostrado que los oligdmeros inducen una sefializacién
proinflamatoria que conlleva al fallo sindptico y pérdida de memoria caracteristicos de la EA
(Lourenco y col. 2013). No obstante, nuestros resultados no evidenciaron atrofia hipocampal ni
alteraciones significativas en las poblaciones de microglia y astroglia tras el tratamiento con
oligdmeros. Esto sugiere que los OBAs-icv no actuarian primariamente sobre la glia hipocampal. Con
el fin de ampliar estos estudios nuevas investigaciones respecto al perfil inflamatorio inducido por

los oligdmeros estdn siendo realizadas por nuestro grupo de trabajo.

Tanto el envejecimiento y como la EA afectan notablemente al nicho de neurogénesis en el GD adulto
(Pardo y col. 2016). En este sentido, la inyeccién de OBAs-icv produjo una disminucidn evidente en
la neurogénesis hipocampal, la cual probablemente, contribuye a generar los déficits cognitivos
observados en el modelo in vivo de EA. Cabe destacar que nuestro grupo describié previamente que
la disminucion de DCX relacionada con la edad en el GD podia revertirse por la sobreexpresiéon
cerebral de IGF-1 en ratas seniles (Pardo y col. 2018, 20). En esta linea, comprobamos la hipdtesis de
gue la terapia génica con IGF-1 tiene un efecto restaurador en la tasa de neurogénesis afectada por

los oligdmeros en los ratones.

En sintesis, la sobreexpresion de IGF-1 en el cerebro constituye una estrategia eficaz para prevenir el
dafo neuronal en la EA experimental. El efecto neuroprotector del IGF-1 sobre las neuronas
probablemente es el resultado de la combinacién de sucesos: una disminucién de la unién de
oligdmeros a neuronas, la mantencion de la integridad sindptica y una mejora de las vias de
sefializacion relacionadas con la insulina. Mas estudios in vivo son necesarios para evaluar estos
procesos y para intentar dilucidar el mecanismo mediante el cual actua el IGF-1 en la EA

experimental.
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CAPITULO VII: CONSTRUCCION DE UN NUEVO SISTEMA DE ADENOVECTORES PARA
IMPLEMENTAR TERAPIA GENICA CON TIMULINA EN TRASTORNOS INFLAMATORIOS
(Objetivo especifico 5)

7.1 Resena introductoria

La timulina es un péptido de origen timico que posee efectos antiinflamatorios. Durante afios,
nuestro grupo ha trabajado con este péptido en distintos modelos experimentales; basados en estos
estudios y en la vasta experiencia en la construccidn de virus recombinantes para su uso en estudios
de terapia génica, nos propusimos construir un sistema bidireccional regulable Tet-Off de dos
vectores y el sistema de control correspondiente. Dicho vector permitiria regular la expresién de
timulina para su empleo en distintos modelos de inflamacidn. El sistema experimental de dos
vectores (ETV) consiste en un RAd que alberga un casete de expresién centrado en un promotor
bidireccional Tet-Off flanqueado por un gen sintético para timulina (metFTS) y el gen para proteina
verde fluorescente humanizada (hGFP). El segundo adenovector de este sistema, RAd-tTA, expresa
constitutivamente la proteina reguladora tTA. Cuando las células son co-transducidas por los dos
componentes vectoriales, la tTA activa el promotor bidireccional y se expresan ambos transgenes. En
presencia del antibiético doxiciclina (DOX), se desactiva la expresion transgénica. El control del

sistema bivectorial, denominado CTV, es similar al ETV, pero solo expresa hGFP.

En el presente capitulo se describe la construcciéon de esta herramienta molecular que nos permitira
implementar terapia génica antiinflamatoria con timulina. Detallamos también su caracterizacién in
vitro, mediante la transduccidn de diferentes lineas celulares, e in vivo, a través de la administracién
icv o im en ratas. En ambos casos evalud la expresién de hGFP y, en los animales, los niveles de
timulina en LCR o en suero. Se analizd, ademas, la inhibicién de la expresidn transgénica luego de la

adicion de DOX.

7.2 Materiales y métodos
7.2.1 Construccion de un sistema bidireccional regulable de dos adenovectores

7.2.1.1 Construccion del plasmido shuttle pDC516-(GFP-TRE-FTS)

Se construyd una variante de nuestro gen sintético metFTS (Reggiani y col. 2006), que contiene los
sitios de endonucleasa de restricciéon (ER) Mlul y EcorRV en sus regiones 5' y 3', respectivamente.

Este inserto se clond en el sitio de clonacion multiple | (MCS ) del vector pBI Tet-Off (Clontech
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(Takara), Mountain View, CA), un vector bidireccional de expresién que alberga el elemento regulable
TRE flanqueado por dos PminCMV, ubicados en orientaciones opuestas. Posteriormente, se insertd
el ADNc de hGFP en el MCS Il del plasmido mencionado anteriormente, en el sitio de restriccidon Notl,
verificando la orientacidn correcta de este paso mediante un mapeo de restriccion. El plasmido
resultante se denomind pBIl- (GFP-TRE-FTS). A partir de alli, el casete GFP-TRE-FTS se escindid con las
REs Sall y Bglll y se clond en los sitios de restriccidon correspondientes del plasmido pDC516w/p, una
versiéon modificada de pDC516 (Microbix Biosystems Inc., Mississauga, Canadd), removiendo su
promotor, pero manteniendo la SV40. Con el fin de proporcionar la segunda seial de poliadenilacién
a esta construccion, se insertd en los sitios de restriccion correspondientes de nuestro plasmido un
fragmento de ADN que codifica la SV40, flanqueado por los sitios de restriccidon para Xhol y Xbal. El
constructo final se denominé pDC516-(GFP-TRE-FTS), que aloja el casete bidireccional regulable y la
SV40 corriente abajo de ambos transgenes. El plasmido control, denominado pDC516-(GFP-TRE-
MCS), se construyd siguiendo el mismo procedimiento, excepto que el MCS | se dejé vacio,

obteniendo como resultado un plasmido final que solo expresa hGFP.

7.2.1.2 Construccion del plasmido shuttle pDC515-tTA

Para construir este plasmido, la secuencia de ADN que codifica la proteina reguladora tTA se escindid
del plasmido pTet-Off (Clontech) y se clond en el MCS del plasmido lanzadera (shuttle) pDC515

(Microbix Biosystems Inc.) utilizando las ERs EcoRI y BamHI.

7.2.1.3 Construccion de los vectores adenovirales recombinantes (RAdSs)

Los RAdSs se construyeron mediante una variante del método de los dos plasmidos (Hitt y col. 1998)
empleando el kit de plasmidos AdMax® (Microbix, Canada) como fue descripto por Reggiani y col.
(Reggiani y col. 2006). Brevemente, el kit contiene un plasmido shuttle (pDC515 o pDC516) que
alberga secuencias de reconocimiento de MCS y sitios de reconocimiento (FRT) para la recombinasa
de levadura (FLP). El casete estd flanqueado por las secuencias de la regién E1 del adenovirus tipo 5
(Ad5). El segundo plasmido del kit, el plasmido genédmico pBHGfrt (del) E1,3FLP, contiene el genoma
completo de Ad5, con deleciones en las regiones E1 y E3. Corriente arriba de la delecién E1, este
pldsmido posee el gen para la recombinasa FLP e inmediatamente después de la delecién E1, un sitio

de reconocimiento de FRT.
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Con el fin de generar los dos RAd de nuestro sistema bivectorial, el pldsmido gendmico se co-
transfectd con el shuttle pDC516-(GFP-TRE-FTS) o el shuttle pDC515-tTA en células HEK 293. En estas
células, se expresa la FLP recombinasa que porta el pldasmido gendmico y cataliza una recombinacién
especifica de sitio del casete de expresién de pDC516-(GFP-TRE-FTS), pDC516-(GFP-TRE-MCS) o
pDC515-tTA en el extremo izquierdo de pBHGfrt (del) E1,3FLP, generando asi el genoma de los
vectores adenovirales recombinantes deseados. Los RAds asi generados, denominados RAd-(GFP-
TRE-FTS), RAd-(GFP-TRE-MCS) y RAd-tTA se rescataron de los lisados de células HEK 293 y se
purificaron en placas para obtener un clon Unico. Posteriormente se amplificaron los respectivos
vectores virales y se purificaron mediante ultracentrifugacién en gradiente de CsCl. Las reservas

finales de virus se titularon mediante un ensayo de dilucién en serie en placa.

7.2.2 Caracterizacion del sistema in vitro

7.2.2.1 Optimizacion de la multiplicidad de infeccién (MOI)

Con el fin de evaluar el funcionamiento del sistema de dos adenovectores bidireccionales regulable
in vitro, evaluamos la expresidén del gen reportero hGFP a diferentes MOI en las siguientes lineas
celulares: mioblastos de musculo de ratéon (C2C12), células de glia de rata (B92) y células de ovario
de hamster chino (CHO-K1). Estas lineas celulares se usaron y mantuvieron segun lo recomendado
por la American Type Culture Collection (ATCC). Las MOI (pfu/célula) 0, 12, 36, 100, 500 y 1000, se
probaron por triplicado para el sistema bivectoral experimental (ETV: RAd-(GFP-TRE-FTS) + RAdtTA)
y el sistema bivectorial control (CTV: RAd-(GFP-TRE-MCS) + RAd-tTA). En todos los casos, se usaron
relaciones iguales de los vectores RAd-tTA y RAd ETV/CTV. El DEx -1, se sembraron 1,6x10° células en
placas de 24 pocillos. El DEx 0, se transdujeron las distintas lineas celulares en medio libre de SFB
durante 1,5 hs, meciendo la placa cada 15 min. Al finalizar la incubacion con los virus, el medio fue
reemplazado por 500 ul de medio de mantenimiento, que se conservé hasta el final del experimento.
El DEx 2, se tomaron microfotografias de los cultivos y se lisaron las células para cuantificar la

expresion de GFP de acuerdo a lo descripto en el apartado 7.2.4.2.

7.2.2.2 Caracterizacion de la regulabilidad del sistema

Con el fin de evaluar in vitro la regulabilidad del sistema mediante DOX, se usaron células CHO-K1. El
DEx -1 las células se sembraron en placas de 12 pocillos y, cuando fue apropiado, se afiadio DOX
(Clontech) al medio de cultivo a una concentracién de 1 ug/ml. El DEx 0, el medio de cultivo se

reemplazé por: a. medio de cultivo (control negativo para la transduccidn de virus); b. RAd-tTA y RAd-
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(GFP-TRE-FTS) en medio de cultivo (control positivo para la expresién de hGFP basal); c. RAd-tTA y
RAd-(GFP-TRE-FTS) en medio con DOX para evaluar la regulabilidad del sistema y; d. RAd-(GFP-TRE-
FTS) solo en medio de cultivo (control negativo para la funcionalidad del sistema bivectorial). En todos
los casos se utilizd una MOI = 200 para cada adenovector. El dia 2, se tomaron microfotografias para
observar la fluorescencia de hGFP, se recogi6 el sobrenadante para determinar la concentracion de

timulina y se lisaron las células para cuantificar la fluorescencia de GFP.

7.2.3 Animales y procedimiento in vivo

Se utilizaron ratones machos y hembras jévenes (4-9 semanas) C57BL/6 y ratas macho SD (3 meses
de edad) que fueron criados en nuestras instalaciones para animales (INIBIOLP). Los roedores
tuvieron acceso libre a comida y agua y se mantuvieron a 22 °C con un ciclo de luz/oscuridad de 12/12
hs. Todos los experimentos con animales se realizaron siguiendo las Pautas de Bienestar animal del
NIH (A5647-01). El protocolo correspondiente fue aprobado por nuestro CICUAL del INIBIOLP, FCM -
UNLP (P05-02-2015).

7.2.3.1 Expresion del transgén en musculo esquelético

En el DEx -14, las ratas fueron timectomizadas y divididas en dos grupos (N = 4): |- CTV y lI- ETV. En
el DEx 0, recibieron 0,1 ml de una suspensién que contenia 1x10% pfu de cada componente del virus
CTV o ETV, de acuerdo con el grupo experimental. Con el fin de evaluar los niveles séricos de timulina,
se extrajo sangre cada 7 dias. El DEx 2, se realizé la eutanasia de un individuo experimental de cada
grupo para observar la fluorescencia de hGFP. Con el resto de los animales, se procedid a la eutanasia

en del dia 49 post inyeccidn de vectores.

7.2.3.2 Regulabilidad de la expresién de timulina en el musculo esquelético

Los animales se dividieron en dos grupos (N = 5): I- CTV y II- ETV. El dia O fueron inyectados por via
im y, posteriormente, se les extrajo sangre cada 5 dias de sus venas de la cola hasta el dia 25 para
evaluar los niveles séricos de timulina. El dia 15, se afiadié DOX al agua de bebida a una concentracion
final de 2 mg/ml. Esta preparacion se renovo cada 2 dias hasta el final del experimento. En el DEx 20,
el agua de bebida de las ratas se complementé con B-metasona en una concentracién final de 15
mg/l. El objetivo de esta adicién de corticoides fue inhibir farmacolégicamente la secrecion de

timulina enddgena del timo (Goya y col. 2003).
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7.2.3.3 Expresion de los transgenes en el cerebro

Los animales se dividieron en dos grupos (N = 4): I- CTV y lI- ETV, en los que se inyectaron
bilateralmente en los VL 10 pl de una suspensién que contenia 1x10° pfu de cada componente viral
(CTV y ETV). A los tres dias, se obtuvo LCR para evaluar los niveles de timulina y luego se procedié a
la eutanasia de los animales mediante perfusion intracardiaca, se extrajeron los cerebros y se

procesaron para microscopia de fluorescencia. Las muestras de LCR se almacenaron a -80 ° C.
7.2.3.4 Estudio temporal de la expresion de hGFP en los ventriculos cerebrales

Se monitored la duracion de la expresion de hGFP en el epitelio ependimario de animales
timectomizados e inyectados icv con ETV (N = 15). Después de las inyecciones icv, se realizd la
eutanasia de tres ratas en los DEx 2, 7, 14, 21 y 28. Sus cerebros fueron procesados para microscopia

de fluorescencia.

7.2.3.5 Procedimientos quirurgicos e histoldgicos

7.2.3.5.1 Timectomia (Tx)

Las Tx en ratas se realizaron bajo anestesia con ketamina (40 mg/kg de PC, ip) y xilacina (8 mg/kg de
PC, im). Cada animal se coloca de cubito dorsal de manera de exponer su lado ventral. Se realizé una
incision de 2-2,5 cm en la linea media desde la base del cuello hacia el térax. Se expuso el timo
mediante un corte de 1-1,5 cm en el esterndn y se extirpd con un par de forceps semicurvos.

Finalmente, se suturaron los musculos pectorales para cerrar el térax (Waynforth 1980).

Las Tx en ratones se realizaron bajo anestesia con Avertina (2,2,2 tribromoetanol) (0,4 mg/g de PC,
ip). Cada animal fue colocado en posicidén horizontal exponiendo su torso y se realizé una incisién de
1-1,5 cm en la linea media desde la base del cuello hacia el térax. Se expuso el timo realizando un
corte del esterndn de 0,5 cm. Luego, se aspir6 el timo con pipeta pasteur ensanchada y conectada a
una bomba eléctrica de succidn (SILFAB, Silvestrini Fabris SRL, Argentina) y, rdpidamente se suturd la
incision. Con el fin de garantizar la ausencia de timulina circulante, se estudiaron animales Tx 14 dias

después de la cirugia.

7.2.3.5.2 Inyecciones en musculo esquelético

Los animales se anestesiaron con 2-3 % de isoflurano a una velocidad de flujo de 1,5 I/min de oxigeno

y se colocaron ventralmente en la mesa de operaciones con ambos miembros posteriores extendidos
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e inmovilizados suavemente. Se rasurd la piel que cubre los musculos tibiales anteriores (TA) de
ambas patas; la piel se desinfecté con iodo-povidona tépico y finalmente se hizo una incision de 1 cm
de largo para acceder al compartimento muscular. Se identificd el musculo TA de las patas traseras y

se inyectaron 100 pl de vector en su porcién media.

7.2.3.5.3 Inyecciones estereotaxicas icv

Las ratas se anestesiaron con ketamina (40 mg/kg de PC, im) y se colocaron en un aparato
estereotdxico. Las inyecciones en los VL (10 pl de suspensién vectorial, por lado) se realizaron
colocando la punta de una aguja de la jeringa Hamilton en las siguientes coordenadas relativas al
bregma: -0,8 mm anteroposterior; 4,1 mm dorsoventral y £ 1,5 mm mediolateral (Paxinos y Watson

1998).

7.2.3.5.4 Coleccion de sangre y LCR

En diferentes momentos, los animales fueron anestesiados con isoflurano y sus colas sumergidas en
agua a 42 °C durante 40-50 s para dilatar los vasos sanguineos. Se procedio a la extraccion de sangre
de la vena de la cola con una aguja 22G y se recogieron 2 ml de sangre usando un tubo de Kahn. El
LCR se obtuvo mediante puncién de la cisterna magna cerebral, como se describié previamente. Las
ratas se anestesiaron con ketamina-xilacina y se retird el LCR con una jeringa de aguja 30G. Con este

procedimiento, fue posible obtener 50-100 ul de LCR (Nishida y col. 2011).

7.2.3.5.5 Procesamiento muscular

Dos dias después de la transduccidn con nuestro sistema bivectorial, se procedié a la eutanasia de
las ratas; los musculos TA se disecaron rapidamente, se lavaron con PB, se fijaron con PFA al 4 %
durante 48 hs a 4 °C y se criopreservaron (30 % de sacarosa en 4 % de PB-PFA) durante 3 dias a -20
°C. Finalmente, los musculos se incrustaron en un medio de congelacion de tejidos (Cryoplast®,
Biopack, Buenos Aires, Argentina) y se almacenaron a -80 °C hasta su posterior procesamiento. Se
obtuvieron secciones longitudinales de 30 um de espesor con un micrétomo de congelacion (Leitz
1320, Wetzlar, Alemania) y se montaron con medio de montaje para fluorescencia (Fluoromount G

™ Electron Microscopy Sciences, PA, EE. UU.).
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7.2.3.5.6 Procesamiento cerebral

Los animales se colocaron bajo anestesia profunda y se perfundieron con fijador PB-PFA al 4 % (pH
7,4). Los cerebros se extrajeron y se realizd una post-fijacién en PB-PFA al 4 % durante la noche a 4
°C. Se obtuvieron secciones seriadas mediante cortes coronales de 40 um de espesor con un
vibratomo (VT1000S; Leica Microsystems, Alemania) y se montaron con medio de montaje para

fluorescencia (Fluoromount G ™, Electron Microscopy Sciences, PA, EE. UU.).

7.2.4 Expresion de hGFP

7.2.4.1 Adquisicion de imagenes de hGFP por fluorescencia

Las imagenes de cultivo celular se adquirieron con una cdmara digital Olympus E-330 unida a un
microscopio invertido de fluorescencia Olympus IX-71, mientras que la expresion de hGFP en tejido
muscular y cerebral se evalué con un microscopio Olympus BX51 equipado con una cdmara de video
DP70 CCD. El procesamiento de imagenes posterior se realizé con el software Image-Pro® Plus

(Version 5.1.2, Media Cybernetics, Inc).

7.2.4.2 Cuantificacion de hGFP en lisados celulares

Los lisados celulares se obtuvieron de placas de 24 pocillos de la siguiente manera: después de
eliminar el medio de cultivo, la monocapa se lavo tres veces con PBS y luego se incubd con 150
ul/pocillo de buffer de lisis (0,1 %, Tritdn X-100, EDTA 1 mM en PBS), durante 30 min a 4 °C.
Posteriormente, se recogieron los lisados y se centrifugaron durante 1 min a 13.000 rpm. Luego, se
afiadieron 100 ul/pocillo de sobrenadante limpio en una placa de 96 pocillos Nunc™ MicroWell™ de
base optica y con polimero (Thermo Scientific™, 265301), procediéndose a medir la intensidad de
fluorescencia en un lector de placas (Beckman Coulter® DTX 880 Detector multimodo), utilizando el
filtro de excitacién y emisiéon (nm) de 485 SL 1 y 535 SL 1, respectivamente. Los resultados se

expresaron como unidades de fluorescencia arbitrarias.

7.2.5 Bioensayo de timulina

La timulina biolégicamente activa se midid en cultivos de células y suero mediante un bioensayo de
rosetas descripto por Dardenne y Bach (Dardenne y Bach, 1975). Este método se basa en la
propiedad de la timulina de aumentar la capacidad de la azatioprina (Az) de inhibir la formacién de
rosetas (Figura 58) de gldbulos rojos de carnero sobre esplenocitos de ratén timectomizado. Los

sueros o sobrenadantes se filtraron a través de membranas (sistema de microparticion YMT de 30
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kDa, PMS-I Amicon Corporation, Denver) y los ultrafiltrados se diluyeron en serie y se incubaron
durante 90 min a 37 °C con células de bazo de Ratones C57BL/6 Tx en presencia de 10 pg de Az/ml,
concentracion que inhibe al 50 % la formacion de rosetas en ratones normales, pero no en ratones
Tx. A continuacidn, se dejé que las rosetas se formaran mediante centrifugacién con glébulos rojos
de carnero y se contaron en cdmara de Neubauer (Figura 58) después de una resuspension suave. La
formacidn de rosetas fue inhibida por la timulina de una manera dosis-dependiente. La actividad
inhibidora de las muestras se compard con la de una curva estandar usando timulina sintética
(donada por P. Heinklein, Universidad de Humboldt, Berlin). Los valores se expresaron como
concentracion de timulina bioactiva en la muestra. La sensibilidad del ensayo es de 1 fg de

timulina/ml.

Figura 58. Microfotografia de una roseta en la cdmara de Neubauer. La flecha sefiala una roseta formada por
glébulos rojos de carnero sobre esplenocitos de ratén Tx (450X).

7.2.6. Analisis estadistico

Todos los datos se expresan como media + SEM. Las comparaciones entre los grupos experimentales
se realizaron mediante t-Test de Student no pareado o ANOVA seguida del test Dunnett, Tukey o

Sidak.

7.3 Resultados

7.3.1 Estructura y funcién del sistema bivectorial para timulina y hGFP

Construimos un sistema de dos adenovectores basado en la transactivacion del casete de expresion
bidireccional GFP-TRE-FTS mediante la proteina reguladora tTA que se une al elemento TRE del
promotor bidireccional PminCMV-TRE-PminCMV, inactivo per se, y activa completamente la
expresion de los transgenes FTS y hGFP (Figura 59.A). Cuando se agrega DOX al sistema, el antibidtico

se une a un sitio alostérico de la proteina tTA induciendo un cambio conformacional que causa la
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pérdida de la afinidad de tTA por el elemento TRE. Por lo tanto, la proteina tTA se disocia del
promotor, que se vuelve inactivo (Figura 59.B). RAd- (GFP-TRE-FTS), RAd- (GFP-TRE-MCS) y RAd-tTA,

por si solos, son inactivos respecto a la expresién transgénica.

o
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Figura 59. Esquema del genoma del sistema Tet-Off bidireccional regulable que expresa los genes para hGFP
y metFTS. Consta de dos componentes adenovirales. Un RAd que alberga el cassette de expresion CMV-tTA,
gue expresa la proteina quimérica reguladora tTA (diagrama derecho en A) que se une al elemento TRE del
promotor regulable bidireccional de RAd-(GFP-TRE-FTS) (diagrama izquierdo en A) y lo activa, induciendo asi
la expresion de los transgenes para hGFP y metFTS. El panel A muestra el sistema activo (en ausencia de DOX).
Representacion del sistema desactivado por DOX (B). Abreviaturas: hGFP, proteina fluorescente verde
humanizada; TRE, elemento sensible a la tetraciclina; metFTS, secuencia de codificacion metFTS; tTA, proteina
quimérica reguladora; PminCMV, promotor minimo del citomegalovirus; SV40pA, sefial de poliadenilacidn del
virus simio 40; ITR, repeticiones terminales invertidas; {, sefial de empaquetamiento. (Zappa Villar y col.,
2017).

7.3.2 Caracterizacion del sistema in vitro

7.3.2.1. Optimizacion de la multiplicidad de infeccion (MOI)

Se evalué la expresién de hGFP dependiente de la MOI de los sistemas ETV y CTV en tres lineas
celulares: CHO-K1, B92 y C2C12. Las células CHO-K1 fueron las mas receptivas a la transduccion de
virus, seguidas por las células B92. Las células C2C12 fueron mas refractarias a la transduccion. Esto
coincide con estudios anteriores que afirman que los mioblastos C2C12 expresan niveles bajos del
receptor de membrana de Ad primario (Kimura y col. 2001). En células CHO-K1 y B92, los niveles de

transduccion fueron bajos hasta la MOI 36, pero aumentaron significativamente a partir de la MOI
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100 (Figura 60). Por el contrario, las células C2C12 mostraron un aumento sustancial a partir de la

C2C12
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Figura 60. Expresion de hGFP dependiente de la MOI en células CHO-K1, B92 y C2C12 transducidas por los
sistemas ETV y CTV. Los paneles izquierdos muestran imagenes de fluorescencia correspondientes a lineas
celulares transducidas con el sistema bivectorial experimental (ETV: RAd). (GFP-TRE-FTS) + RAd-tTA) a las MOI
indicadas, durante 48 hs (100X). La fluorescencia ETV en células no transducidas (MOl = 0) no mostro
fluorescencia (datos no mostrados). Las gréficas en los paneles derechos muestran los niveles de fluorescencia,
expresados como unidades arbitrarias (u.a), en los lisados celulares a las MOI indicadas. N = 3. Se realizaron
tres experimentos por separado para cada condicidon. Los datos se expresan como media = SEM. *P < 0,05;
**P < 0,01; ***P < 0,001 frente al control correspondiente de MOI = 0, analizado por ANOVA de una via con
test de Dunnett post hoc.

7.3.2.2. Regulabilidad de timulina y hGFP en cultivos

Se estudio la regulabilidad dependiente de DOX del sistema ETV. En cultivos de células CHO-K1, DOX
(12 mg/ml) indujo una inactivacion completa del promotor bidireccional Tet-Off, como se muestra por
la marcada disminucion de timulina en los sobrenadantes celulares y de fluorescencia de hGFP en los
lisados celulares (Figura 61, paneles superior e inferior, respectivamente). Como era de esperar, RAd-

(GFP-TRE-FTS) por si solo estd inactivo.
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Figura 61. Expresion de timulina y hGFP in vitro. Los paneles superior e intermedio muestran la cuantificacion
de la expresion de timulina y hGFP, respectivamente, en cultivos de CHO-K1 expuestos durante dos dias a
diferentes condiciones experimentales. La concentracién de timulina se determiné en los sobrenadantes
celulares, mientras que hGFP se evalué cualitativamente en lisados celulares mediante fluorometria. La DOX
inhibié completamente la expresion transgénica (100X). N = 3. Los resultados son representativos de 3
experimentos independientes. Los datos se expresan como media + SEM. ***P < 0,001 versus control no
transducido, analizado por ANOVA de una via con test de Tukey post-hoc. El panel inferior muestra imagenes
de fluorescencia verde de células CHO-K1 para cada condicién.

7.3.3 Caracterizacion del sistema bivectorial in vivo

7.3.3.1 Expresion de timulina y hGFP en el cerebro de la rata

Los niveles de timulina aumentaron marcadamente en el LCR dos dias después de la inyeccién icv de
ETV, pero no del sistema CTV (Figura 62.A). Asi mismo, los resultados mostraron que el sistema ETV
transdujo selectivamente la capa de células ependimarias dos dias después de la inyeccidn icv,

expresando altos niveles de fluorescencia de hGFP. alcanzando la intensidad méxima en los VLy en
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el 3V desde el dia 2 hasta el dia 7 post inyeccidn, disminuyendo progresivamente después (Figura
62.B). En el dia 14 post inyeccion, la fluorescencia de hGFP en la capa de células ependimarias del 3V,
pero no de los VL, todavia era detectable. En el dia 21 post inyeccion, la fluorescencia ya no era

detectable en los ventriculos cerebrales (Figura 62.B).
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Figura 62. Expresion cerebral de timulina y hGFP. Niveles de timulina en el LCR, dos dias post inyeccidn de los
sistemas CTV y ETV (A). Estudio temporal de la expresion de hGFP (200X) en la capa de células ependimarias
de los VL (imagenes superiores) y del 3V (imagenes inferiores) de las ratas inyectadas con el sistema ETV (B).
En el 3V, se puede observar la fluorescencia en los procesos de tanicitos transducidos. Abreviaturas: LV,
ventriculo lateral; 3V, tercer ventriculo. Los datos se expresan como media + SEM. *P < 0,05 versus el
correspondiente control CTV inyectado, analizado por el t-test de Student no pareado. N = 4.

7.3.3.2. Regulabilidad de la timulina sérica

Como se esperaba, la Tx indujo una fuerte caida en los niveles de timulina circulantes en los animales.
La inyeccidn im del sistema ETV en ratas jovenes Tx indujo un aumento acumulativo en los niveles de
timulina sérica que, después del dia 10 post inyeccidn, alcanzé valores 300% mayores que en los
animales previo a la Tx, permaneciendo en dichos niveles hasta el final del experimento en el dia 49
post inyeccion (ultimo dia monitoreado). Los niveles séricos de timulina en las ratas Tx inyectadas
con el sistema CTV se mantuvieron practicamente indetectables a lo largo del experimento (Figura
63.A). Cuando el sistema ETV fue administrado im en ratas jévenes sin Tx, se incrementd la timulina

sérica, alcanzando valores maximos alrededor del dia 10 post inyeccion. Al afadir DOX al agua de
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bebida, el dia 15 post inyeccion, los niveles de timulina sérica disminuyeron rdpidamente, alcanzando
valores similares a aquellos previos a la inyeccién. Cuando se afiadié B-metasona al agua de bebida
de los mismos animales, en el dia 20 post inyeccidn, los niveles basales de timulina disminuyeron
rapidamente, alcanzando niveles practicamente indetectables en el dia 25. Las ratas a las que se les
inyectd el sistema CTV no mostraron cambios en los niveles de timulina hasta que se afiadio B-
metasona en su agua de bebida, cayendo a niveles practicamente indetectables en el dia 25 (Figura

63.B).
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Figura 63. Estudio temporal de la timulina sérica y su regulabilidad. Estudio temporal de la timulina sérica
recombinante después de la inyeccidn im del sistema ETV y CTV en ratas Tx (A). La Tx y la inyeccion de RAd se
realizaron en los dias experimentales -14 y 0, respectivamente (flechas). N = 4. El recuadro muestra la
expresion de hGFP en el musculo 2 dias post inyeccion del sistema ETV. Laimagen de la izquierda corresponde
a microscopia de contraste de fases, mientras que la imagen de la derecha corresponde a microscopia de
fluorescencia del mismo campo (200X). Regulabilidad de la timulina sérica recombinante mediante la adicién
de DOX al agua de bebida (flecha) de ratas jévenes eutimicas inyectadas con ETV im (B). La adicién de B-
metasona al agua de bebida en el dia 20 redujo drasticamente los niveles endégenos de timulina sérica. Las
ratas inyectadas en el sistema CTV mostraron niveles endégenos de timulina sérica que también fueron
inhibidos por el glucocorticoide. N = 5. Los datos se expresan como media + SEM; *P < 0,05; ***P < 0,001
versus el correspondiente punto en el tiempo con la inyeccidon de CTV, analizado por ANOVA de dos vias con
medidas repetidas y test de Sidak post hoc.

7.4 Discusion

Aunque la posibilidad de implementar la terapia génica de la hormona timica parece ser una via
interesante en investigacion preclinica, ninguno de los genes que codifican los péptidos timicos
conocidos ha sido clonado. En 2002, se sugirié que una posible forma de superar este problema

podria ser la construccién de genes "artificiales" que codifiquen aquellos péptidos timicos cuyas
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secuencias de aminoacidos son cortas y no requieren procesamiento postraduccional (Goya y col.
2002). Esto se logré para la timulina, cuya secuencia de ADN se clond inicialmente en un plasmido
bacteriano (Calenda y col. 1988). Posteriormente, se construyd una secuencia de ADN que codifica
el andlogo de timulina biolégicamente activo metFTS y se clond en un vector adenoviral denominado
RAd-metFTS (Reggiani y col. 2006). Cuando se administrd im a ratones y ratas Tx (Que poseen niveles
no detectables de timulina circulante), RAd-metFTS indujo niveles séricos suprafisiolégicos
sostenidos de timulina biolégicamente activa, los cuales permanecieron altos durante al menos 112
dias en ratones y hasta 270 dias en ratas. La terapia génica neonatal con timulina mostré una eficacia
terapéutica significativa en el sistema reproductivo de ratones hembra congénitamente atimicos

(Reggiani y col. 2006).

Se cree que la inflamacién cerebral crénica es una posible causa de neurodegeneracion
dopaminérgica en la sustancia nigra observada en enfermedad de Parkinson (McGeer y McGeer
2004). En este contexto, es interesante la busqueda de compuestos antiinflamatorios activos en el
cerebro que sean adecuados para tratamientos a largo plazo, destinados a proteger las neuronas
dopaminérgicas de los efectos nocivos de los insultos proinflamatorios. Uno de estos tratamientos
podria implicar el uso de timulina, la cual estd emergiendo como una prometedora molécula
antiinflamatoria. En efecto, la timulina es un péptido inmunomodulador (Safieh-Garabedian y col.
1992) que se ha utilizado en el pasado para el tratamiento de ciertas patologias autoinmunes (Bach,
Dardenne y Goldstein, 1984). Estudios mas recientes sugieren que la timulina posee actividad

antiinflamatoria en el sistema nervioso central (Safieh-Garabedian y col. 2003; 2011).

En el presente estudio, la inyeccidn icv del sistema ETV transdujo selectivamente la capa de células
ependimarias y aumenté marcadamente los niveles de timulina en el LCR (Zappa Villar y col., 2017).
Curiosamente, la expresion mediada por Ad de metFTS en la sustancia nigra y el hipotalamo de ratas
adultas Tx, tuvo una duracion significativamente mayor (al menos 90 dias) que la expresion mediada
por Ad del gen para GFP o B-galactosidasa de E. Coli en las mismas regiones cerebrales (Morel y col.
2006). Esta observacion es consistente con la actividad antiinflamatoria reportada para timulina y un
analogo de timulina en el cerebro. Sin embargo, la duracién de la expresion de hGFP del sistema ETV
fue sustancialmente mads corta en las células ependimarias que la duracién de la expresién de
timulina del RAd-metFTS administrado en el parénquima cerebral (Morel y col. 2006). La expresion
de met-FTS por el sistema ETV en el parénquima cerebral aun debe ser evaluada. Consideramos que

la diferencia en la duracién de la expresion transgénica mediada por Ad probablemente se deba a
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una renovacién ependimaria normal mds que a la inmunogenicidad de nuestro sistema de vector
ETV. Por lo tanto, el gen sintético para metFTS surge como una herramienta terapéutica

potencialmente adecuada para patologias que implican inflamacién aguda y crénica del cerebro.

La mayor duracién de la expresion de timulina en el musculo probablemente se deba a la actividad
antiinflamatoria de la timulina, la cual podria estar evitando que el sistema inmune de los animales
inyectados con vector desarrolle una respuesta destructiva contra las células musculares
transducidas. El mismo razonamiento podria explicar la persistencia a largo plazo de altas
concentraciones de metFTS recombinante en la circulacion de roedores Tx inyectados con RAd-

metFTS (Reggiani y col. 2006).

Con respecto a esto, debe sefialarse que la duracioén de la transduccidn y la expresion transgénica es
mas corta cuando el sistema ETV se administra icv, en comparacién con la administracién im. Sélo
podemos asegurar que se produce una marcada expresién a largo plazo del transgén met-FTS en el
musculo. Esto sugiere que la terapia génica icv a corto plazo con timulina seria adecuada para una
afeccion inflamatoria aguda, por ejemplo, encefalitis. La administracién im, en cambio, seria la mejor
opcidén para una terapia a largo plazo, en base a su mayor duracién, dirigida a tratar una patologia
mas bien crénica. La expresién de met-FTS en otros tejidos aun necesita ser testeada. En este
contexto, el sistema bivectorial regulable que hemos construido constituye una herramienta
molecular mejorada para implementar terapia génica con timulina. En efecto, la expresion del
reportero hGFP hace innecesario determinar los niveles tisulares de timulina para la confirmacién de
la funcionalidad del adenovector en el cerebro, el musculo y cualquier otro tejido donde se inyecte
el sistema de dos vectores. Esta es una ventaja importante debido a que la timulina es un
nonapéptido que se une facilmente a otras proteinas en los tejidos, lo que genera una interferencia
considerable en los ensayos de timulina en extractos de tejidos (Dardenne y Bach 1975). Ademas, el
gen reportero permite la identificacién precisa de la distribucidn de las células transducidas en el

tejido diana.

La regulabilidad de nuestro sistema bivectorial constituye una segunda ventaja para los tratamientos
a largo plazo, ya que permite regular la expresién del transgén segln las necesidades de tratamiento.
Este control se logra por medio de un procedimiento no invasivo (adicidn o eliminacion de DOX en el
agua de bebida). Ademas, en cultivos celulares, la regulabilidad de la expresion de timulina por DOX

puede monitorizarse facilmente y de forma no invasiva observando los cambios en la fluorescencia
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de hGFP en las células tratadas. El sistema tet fue probado por primera vez en células de mamiferos
(HelLa) por Gossen y Bujard (Gossen y Bujard 1992), quienes descubrieron que el sistema era
funcional y tuvo una induccién rdpida con una captacidn de tetraciclina eficiente. Dicho sistema

resultd ser apropiado para nuestros transgenes (Zappa Villar y col. 2017).

CAPITULO VIIl: DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES

En en los estudios realizados hemos abordado distintos aspectos patolédgicos claves en el
envejecimiento y el Alzheimer, tanto en el modelo de rata envejecida como en modelos in vitro e in
vivo de la EA. Ademas, hemos evaluado el potencial terapéutico de MSCs y de la terapia génica con
un factor neuroprotector, el IGF-1, en estos modelos. Por ultimo, hemos avanzado en el
conocimiento de la manipulacidén génica para un abordaje terapéutico antiinflamatorio promisorio

con timulina.

Los resultados de los diferentes capitulos han sido discutidos en profundidad previamente; a
continuacion se pretende hacer una reflexion final resumiendo las conclusiones mas importantes

obtenidas en este trabajo de Tesis Doctoral.

El tratamiento con hBM-MSCs en las ratas seniles mostré un efecto restaurador mas leve que al
utilizar dichas células en animales adultos, como lo sugieren los estudios de extensidon de vida
descritos anteriormente (ver 3.4). Por lo tanto, parece plausible suponer que las MSCs ejercen una
accion estabilizadora sobre la homeostasis cerebral en lugar de un efecto restaurador o
rejuvenecedor. Usamos MSCs de médula dsea de donantes adultos; si se hubieran usado hBM-MSCs
de donantes mas jévenes o MSCs derivadas de corddn umbilical, los efectos en ratas seniles podrian

haber sido mas notorios.

Una prioridad de la investigacién en la EA es generar buenos modelos animales, mejorando los
existentes, para que reflejen adecuadamente la etiologia y progresion de la enfermedad y, por tanto,
sean de alto valor predictivo. Las diferencias entre la patologia humana y la que desarrollan los
modelos es una de las principales razones de |la pobre traslacion de los datos preclinicos en animales
a la clinica humana. Una de las mayores carencias de los modelos animales actuales es la escasa o
ausente muerte neuronal en las regiones vulnerables a la enfermedad, mientras que en humanos la
EA se caracteriza por una extensa pérdida neuronal que se manifiesta en una reduccion del volumen

cerebral.
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En consecuencia, la caracterizacién de modelos de estudio adecuados es uno de los principales retos
biomédicos actuales. Con este fin, nuestro grupo se centré6 en la caracterizacién a nivel
comportamental y celular del modelo STZ-icv, que simula las caracteristicas implicadas en el
desarrollo del Alzheimer esporadico. Al respecto, resaltamos la diferencia de lesiones inducidas por
dosis bajas y altas de STZ en un estudio a corto plazo. Nuestra evidencia revelé que la administracion
Unica de una dosis alta de STZ (3 mg/kg) en los VL induce un deterioro severo de la memoria espacial
y de reconocimiento junto con cambios morfolégicos y bioquimicos en el hipocampo dorsal de la
rata, observados 25 dias después del tratamiento. A dosis bajas (1 mg/kg), la STZ-icv no afectd
significativamente la cognicién animal e indujo lesiones moderadas o no detectadas. Ademas, ambas
dosis indujeron una reduccién en la complejidad de ramificacién de astrocitos. En consecuencia,
sugerimos que los mecanismos inducidos con las dos dosis de STZ pueden ser diferentes, lo que
resulta en un efecto toxico agudo desencadenado por la dosis alta o un efecto tdxico parcial causado

por la dosis mas baja.

Fuimos pioneros en usar el Laberinto de Barnes en el modelo STZ-icv. Esta prueba alternativa al
MWM resultd eficiente para evaluar el rendimiento cognitivo de los animales. Ademas, proponemos
a la STZ 3 mg/kg como la dosis de eleccidén para estudiar los sintomas del EAE, posibles terapias y
detectar biomarcadores tempranos potenciales en el cerebro de la rata. Por otro lado, proponemos
ala STZ 1 mg/kg como la dosis adecuada para evaluar las primeras etapas de la EA y para estudiar el

papel de los astrocitos en esta enfermedad.

Un abordaje terapéutico que potencie la neuroproteccidén abre futuras vias para el desarrollo de
nuevas estrategias contra el Alzheimer. Por ello, hemos evaluado la efectividad de la administracién
iv repetida de hUCPVC en el tratamiento del deterioro del comportamiento y la neurodegeneracion
causada por la STZ-icv en ratas, a los 3 meses posteriores a la lesién. Nuestros datos demuestran el
potencial terapéutico de las MSCs en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas como la
EAE al mejorar la reduccion del volumen del hipocampo, la pérdida de neuronas maduras y la

activacién microglial.

Debe destacarse que muchos de los fracasos en fases clinicas estan motivados por su aplicacién en
pacientes en estadios avanzados de la EA, donde el dafio neuronal es irreversible. El éxito del estudio
de terapia génica mostrado aqui (utilizando el vector RAd-IGF-1) se debe en parte a que ha sido

proporcionado antes del inicio de la patologia. Por ello, las intervenciones deben ir encaminadas
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hacia estadios presintomadticos o prodrémicos de la enfermedad, para lo que se requieren
biomarcadores preclinicos y un diagndstico temprano del Alzheimer como Unica garantia de acelerar

el desarrollo exitoso de una nueva terapia para esta patologia.

La expresion mediada por vector de IGF-1 evité la produccién excesiva de EROs y redujo levemente
la pérdida de las espinas dendriticas inducida por los OBAs en cultivos primarios de neuronas
hipocampales. Este efecto puede explicarse parcialmente por una reduccién en los OBAs unidos a las
neuronas y, posiblemente, por la reactivacion alternativa de la via de insulina alterada. En ratones,
la expresion cerebral de IGF-1 protege contra el deterioro en la memoria de reconocimiento inducido
por OBAs. Estos resultados, junto con resultados previos de nuestro laboratorio en el modelo de rata
senil, sugieren que la terapia génica con el RAd-IGF-1 constituye una estrategia neuroprotectora

competente.

Un conocimiento mas detallado de las rutas neuroinmunes y su implicacién en el envejecimientoy la
EA puede conducir a un mejor entendimiento y tratamiento de la enfermedad. En esta linea, un
numero creciente de investigaciones le otorgan a la timulina un rol modulador de la respuesta
inflamatoria. Por tanto, la perspectiva de implementar terapia génica para esta hormona constituye

una estrategia interesante para modificar el curso de enfermedades inflamatorias.

Con el fin de conseguir un control temporal y cuantitativo de la expresidén de nuestro gen sintético
para timulina, hemos construido un sistema bivectorial bidireccional regulable Tet-Off. Los resultados
obtenidos en el presente trabajo indican que nuestros genes de interés (metFTS y GFP) son
eficientemente expresados por el sistema bivectorial, mostrando ser activos tanto in vitro como in
vivo. Asimismo, el sistema Tet-Off en estudio manifestd una eficiente regulacion en los experimentos
in vitro e in vivo por el agregado de antibiético (DOX). Concluimos que nuestro sistema de dos
vectores es adecuado para tratamientos a corto y largo plazo en modelos animales (y eventualmente,
en humanos) de patologias cerebrales y otras donde la inflamacién aguda o crénica desempefia un

rol etiopatogénico relevante.
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