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Resumen del proyecto

La enfermedad de Alzheimer (EA) se caracteriza por un deterioro progresivo de las funciones cognitivas. En este proyecto
caracterizamos un modelo experimental de EA inducido por administracion intracerebral de estreptozotocina (STZ) en
ratas, evaluando sus efectos a los 15, 30, 60, 90 y 120 dias post-STZ, comparados con grupos controles. Observamos una
disminucion en la cantidad de neuronas, aumento en densidad de astrocitos en corteza e hipocampo, y una disminucion en
la cantidad de neuronas y densidad de fibras colinérgicas desde los 15 dias post-STZ. Sin embargo, los déficits cognitivos
observados en el ensayo de reconocimiento de objeto novedoso, fueron observados a los 90 y 120 dias post-STZ al
comparar con grupos control. Estos resultados fundamentan la utilizacién de este modelo con otras preguntas relevantes
para estudiar sistemas de neurotransmisién que pudieran estar modificados. Nos propusimos estudiar los efectos sobre
la memoria de la hormona concentradora de melanina (MCH), un neuropéptido hipotaldmico, para posteriormente evaluar
sus efectos en el modelo de EA. A pesar de que diversas evidencias apuntan a que la MCH mejora los procesos de
aprendizaje y memoria, en este proyecto demostramos que la administraciéon aguda de MCH intra-hipocampal a dosis
altas indujo efectos pro-amnésicos que fueron acompanados con una disminucidn significativa en la expresiéon del MCHR-1,
receptor de la MCH y en el TrkB, receptor para la neurotrofina BDNF, también implicada en procesos de memoria. El
desarrollo de esta propuesta en nuestro grupo de trabajo, favorecié el establecimiento de estos ensayos
comportamentales y de este modelo pre-clinico de EA, y consolidé la colaboracién con investigadores argentinos e
incorpord la colaboracidn con investigadores espanoles para la realizacién de ensayos bioquimicos y moleculares. En el
contexto de este proyecto, se realizaron dos tesis de Maestria y una tesis de Doctorado de estudiantes de nuestro
laboratorio.

Ciencias Médicas y de la Salud / Medicina Bdasica / Neurociencias (incluye Psicofiosiologia) / Neurociencias
del comportamiento y neuroanato

Palabras clave: hormona concentradora de melanina / aprendizaje y memoria / enfermedad de Alzheimer /

Introduccion

La enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa irreversible caracterizada por un deterioro
continuo y progresivo de las funciones cognitivas, principalmente de la memoria. En 2013, 35.6 millones de personas vivian
con demencia en el mundo, siendo la EA la mds comun de ellas (1). Esta enfermedad constituye un serio problema de salud
publica con un impacto socioeconémico muy importante para las familias de personas afectadas y los sistemas de salud,
en especial en paises de bajos recursos. Esta situacién podria agravarse en el futuro debido al envejecimiento de la
poblacion.

Se han descrito dos tipos de EA, una de tipo familiar de comienzo temprano y otra de tipo esporddico de comienzo tardio
(2). Las lesiones fisiopatolégicas de cerebros post-mortem en pacientes con EA se caracterizan por acumulacién anormal
del péptido ? amiloide, presente en las placas seniles extracelulares, de la proteina Tau truncada e hiperfosforilada,
presente en los ovillos neurofibrilares intracelulares, de la pérdida de neuronas colinérgicas y de la presencia de
microglia activada, en determinadas estructuras del SNC (3). Se han elaborado distintas hipétesis al respecto de su
etiologia. La “hipétesis de cascada de amiloide” establece que el péptido ? amiloide inicia la cascada de eventos que induce
a neuroinflamacién, dafo vascular, neurodegeneracion y pérdida de memoria (4). Otra hipdtesis establece que la
formacion de ovillos neurofibrilares precede a los depdsitos de ? amiloide (5, 6). Por otra parte, la “hipétesis colinérgica”
se establecié debido al déficit colinérgico observado en cerebros de pacientes con EA y por el rol que cumple la acetilcolina
en procesos de aprendizaje y memoria (7); este déficit ha llevado al desarrollo de fdrmacos cuyo mecanismo de accidn es
bloquear a la enzima acetilcolinesteresa (8).

A pesar de las hipétesis planteadas y del gran volumen de investigaciones realizadas, adn se desconoce la etiologia de la
EA y no se ha podido encontrar una cura, lo cual denota la importancia de estudiar nuevos blancos moleculares para el
desarrollo de terapias alternativas efectivas para el tratamiento de esta enfermedad.

Modelos animales para el estudio de la Enfermedad de Alzheimer
Resulta imprescindible contar con modelos animales para el estudio de la EA, ya que es imposible estudiar el comienzo y
progresién de las modificaciones bioquimicas en el cerebro del ser humano. Surgieron los modelos de ratones
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transgénicos que reproducian las caracteristicas fisiopatoldgicas de la EA en humanos. Sin embargo, estos modelos
presentan limitaciones, ya que la muerte neuronal no se desarrolla en un curso temporal como ocurre en los pacientes con
EA (10), y ademds, imitan la EA de tipo familiar de comienzo temprano (5% de los casos), no representando la forma
esporddica de comienzo tardio, que representa el 95% de los casos de EA (11).

Por dicha razén, surgieron modelos de EA esporddica de comienzo tardio, como el modelo que consta de la microinyeccion
intracerebroventricular (i.c.v.) del péptido ? amiloide, o de una mezcla de compuestos que inducen modificaciones
fisiopatoldgicas similares a la EA, denominado ferrous amyloid buthionine (11, 12, 13) o el modelo en el cual se realiza la
microinyeccion i.c.v. de streptozotocina (STZ).

Modelo in vivo de EA esporddica: administracion central de estreptozotocina

Diversas evidencias relacionan a la EA esporddica con un desajuste en la senalizacidn de la insulina cerebral, por lo cual
se ha reconocido a la EA como un estado cerebral de resistencia a la insulina (14, 15), tipo de desorden neuroenddcrino
denominado “Diabetes de tipo-III" (16,17). La homeostasis de la insulina cerebral y de su receptor es esencial en el
aprendizaje y memoria (16). En roedores, el ARNm de los dos genes de insulina y su receptor se expresan de forma
especifica en las células piramidales del hipocampo, cortezas prefrontal y enthorinal, entre otras estructuras, donde estd
presente también el transportador de la glucosa (18). La insulina estaria afectando el aprendizaje y la memoria a través
del metabolismo de la glucosa, lo que afectaria de gran manera la modulacién y funcionamiento correcto de la
neurotransmision.

En base a estas evidencias, surgié un modelo animal de EA esporddica: la administracion i.c.v. de STZ en ratas para
inducir una disfuncién en la insulina cerebral (14,19).

La STZ es una glucosamina derivada de la nitrosourea que por via sistémica destruye las células ? pancredticas
productoras de insuling, internalizdndose a través del transportador de la glucosa y causando Diabetes mellitus de tipo I
(20). Intracelularmente, la STZ causa danos irreparables en el ADN, estrés oxidativo y peroxidacion de lipidos que causan
la muerte celular.

Por su parte, la administracién i.c.v. de STZ en dosis subdiabetogénicas, induce neurodegeneraciéon en determinadas dreas
del SNC, déficits colinérgicos y cognitivos progresivos que comparten caracteristicas en comun a los observados en
pacientes con EA esporddica. Se induce asi un estado cerebral de resistencia a la insulina, deficiencia en niveles de
insulina cerebrales y modificaciones en el metabolismo de la glucosa, aungque no se observan modificaciones en los niveles
de glucosa sistémica (21, 22). La STZ i.c.v. también altera la expresion de factores de transcripcién, factores
neurotroéficos, y causa disfuncién en neurotransmisores, receptores y transportadores (23). El mal funcionamiento de la
senalizacién de la insulina y del metabolismo energético, a su vez, contribuirian a la formacidn de depdsitos del péptido ?
amiloide y a la hiperfosforilacién de Tau observada en la EA esporddica (24).

Algunas de las modificaciones morfoldgicas y comportamentales observadas en el cerebro de ratas del modelo de STZ
han sido descritas de forma extensa (14, 18, 22, 25, 26, 27). Knezovic et al. (2015) exploraron distintas dosis de STZ,
evaluando sus efectos desde una semana hasta 9 meses después. Se describieron déficits cognitivos, dosis y tiempo
dependiente, asi como diversas modificaciones morfoldgicas, como una disminucién en el grosor de la corteza cerebral y
pérdida de fibras del cuerpo calloso, y la presencia de la proteina Tau hiperfosforilada en la corteza temporal e hipocampo
(26). Por su parte, Santos et al. (2012), observaron que solamente a las tres horas post-STZ habia una disrupcion temprana
de la memoria de trabajo al ser evaluados en el laberinto acudtico de Morris, mientras que los procesos degenerativos del
hipocampo los observaron un dia y 15 dias después de la STZ (28).

La hormona concentradora de melanina (MCH): efectos sobre el aprendizaje y la memoria.

La MCH es un neuropéptido que en roedores funciona como un neurotransmisor/neuromodulador presente en neuronas del
hipotdlamo postero-lateral y zona incerta (29, 30). Desde el hipotdlamo, las neuronas MCHérgicas distribuyen sus fibras
difusamente al bulbo olfatorio, la corteza cerebral, hipocampo, niicleo accumbens, hipotdlamo y nicleos del rafe, entre
otros (30). Activa dos tipos de receptores metabotrépicos acoplados a proteina G, el MCHR-1 -tnico funcional en roedores-
y el MCHR-2. EL ARNm para el MCHR-1 estd presente en las estructuras inervadas por la MCH (31). Al activar dicho
receptor, el complejo MCH/MCHR-1 se internaliza y se desencadenan eventos que inhiben la descarga de dicha neurona
(32).

La MCH participa en el metabolismo energético, modula los estados de dnimo, el ciclo sueno-vigilia y participa en los
procesos de consolidacién de la memoria, entre otras funciones (33,34, 35). Varios estudios apoyan la hipdtesis de que
durante el suefio se restaura la energia y se produce la consolidacién de la memoria, por lo cual existiria un nexo
importante entre los circuitos que modulan estas funciones, en los cuales la MCH estd involucrada (35).

Las fibras MCHérgicas inervan regiones clave en el aprendizaje y memoria, como hipocampo, septum, corteza cerebral y
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nucleo accumbens, estructuras que presentan en gran densidad el transcripto del MCHR-1 (31). Nuestro grupo ha
determinado que luego de la administracién i.c.v. de la MCH conjugada con rodamina (MCH-ROD), las neuronas piramidales
del hipocampo y neuronas del nicleo accumbens son las que mds captan el complejo MCH-ROD/MCHR-1, y que dicha
captacion es dependiente del receptor, pues es parcialmente inhibida por un antagonista de los MCHR-1, y también que es
dependiente de la clatrina, proteina que recubre las vesiculas para ser endocitadas (Ruiz-Viroga et al., 2021).

Son escasas las evidencias que han demostrado que la MCH tiene un rol importante en los procesos de aprendizaje y
memoria. La administracion intra-hipocampal e intra-amigdalina de MCH indujo un aumento en la retencién de memoria en
el test de esquiva inhibitoria en ratas, sugiriendo que la MCH afecta las funciones cognitivas y emocionales, induciendo una
mejora (36). Dichos efectos pueden adjudicarse al aumento de la eficacia sindptica inducido por MCH al ser analizados sus
efectos in vitro en rodajas de hipocampo, lo cual fue acompanado de un aumento en los niveles de éxido nitrico y GMPc
(37). También en rodajas de hipocampo, se mostrd que la MCH aumenté la eficacia sindptica en la potenciacién a largo
plazo a través de un mecanismo NMDA-dependiente, pues se registré un sobre-expresion de las subunidades para dicho
receptor (38, 39).

Por otra parte, en ratones knock-out para el MCHR-1, también se puso en evidencia el rol que juega la MCH en procesos de
aprendizaje y memoria (40, 41).

Sin embargo, a pesar de esta serie de evidencias, no han sido descritos los efectos agudos y crénicos de la MCH
administrada por via i.c.v., para poner en evidencia sus efectos en varias de las estructuras que participan en el
aprendizaje y la memoria y dilucidar si este neuropéptido endégeno podria ser empleado como una nueva herramienta
terapeultica para mejorar el aprendizaje y memoria y de esta forma, pudiera revertir déficits cognitivos evidenciados en
algin modelo de EA.

Estudio de los efectos mnémicos agudos y crénicos de la MCH en el modelo in vivo de EA: aportes de este proyecto a la
temadtica de estudio

Basdndonos en el efecto de la MCH de mejoria de los procesos de aprendizaje y memoria, en la densa inervacion
MCHérgica y presencia de MCHR-1 en estructuras del SNC relacionadas a tales procesos, y en la internalizacidn receptor-
dependiente observada de la MCH-ROD, en este Proyecto nos propusimos estudiar los efectos mnémicos de la MCH como
una probable herramienta farmacolégica endégena del SNC para mejorar el aprendizaje y memoria. Asi también, nuestra
hipétesis era que, de producir dichos efectos, la MCH pudiera atenuar los déficits cognitivos y morfolégicos observados en
un modelo experimental de EA. Por otra parte, nos propusimos estudiar las modificaciones que pudieran estar ocurriendo
en el sistema MCHérgico en el SNC de los animales de dicho modelo. Este grupo de aproximaciones resultarian en el
desarrollo de una propuesta novedosa y original a ser desarrollada.

Con un enfoque multidisciplinario y complementario, nos propusimos evaluar tanto en los animales del modelo de EA como
en animales tratados con MCH de forma aguda y crénica, pardmetros comportamentales utilizando la prueba de
reconocimiento de objeto novedoso (RON) y el laberinto en cruz elevado modificado (LCEm), asi como pardmetros
morfoldgicos, cuantificando nimero de neuronas, de glias y de neuronas colinérgicas, del péptido ? amiloide, la proteina
Tau hiperfosforilada, de fibras MCHérgicas, del receptor MCHR-1, y pardmetros bioquimicos evaluando distintos
marcadores por western-blots, PCRs o ELISA.

A partir del desarrollo de este Proyecto, establecimos este modelo in vivo de EA en nuestro laboratorio, montamos los dos
ensayos comportamentales planteados, ahondamos en el desarrollo de herramientas de andlisis morfoldgico y bioquimico,
y reforzamos la colaboracién con investigadores del Instituto Leloir de Argentina, asi como establecimos una nueva e
importante colaboracién con investigadores del Hospital Universitario de Mdlaga, lo cual ha resultado en un gran aporte al
desarrollo de esta linea de investigacidén fortaleciendo esta propuesta y otras a futuro.

EL Dr. Pablo Galeano del Instituto Leloir se ha incorporado a nuestro grupo, siendo Investigador asociado de PEDECIBA e
investigador del SIN de la ANII, y actuando como co-orientador de la tesis de Maestria-Proinbio de Rossana Cabral y de la
tesis de Doctorado-PEDECIBA de Vicente Ruiz.

Metodologia/disefio del estudio

1.- Animales

Se utilizaron ratas macho Wistar (250-300 gr) de la URBE de la Facultad de Medicina, mantenidos con ciclo luz-oscuridad
(12-12 horas), comida y agua ad libitum. Todos los estudios fueron conducidos de acuerdo a normas éticas de la Comisién
Honoraria de Experimentacién Animal (protocolo N°070153-000011-17) y por personal con acreditacion (42).

2.- Grupos experimentales realizados

Grupo I) Modelo animal de Enfermedad de Alzheimer.

Los animales fueron administrados por via i.c.v. con estreptozotocina (STZ, 3 mg/kg por rata (bilateral, 5ul/lado), el dia 1y
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el dia 3 de la secuencia experimental) o su vehiculo, para posteriormente ser analizados a los 15, 30, 60, 90 y 120 dias
después (a cada tiempo, se evaluaron n=10 vehiculo (controles) y n=10 STZ). En el proyecto original se iban a realizar
solamente los grupos de 15, 30 y 60, pero al desarrollar el proyecto, fueron incorporados los grupos de 90 y 120 dias.
Pasado ese tiempo, a dichos animales se les realizaron las pruebas comportamentales de reconocimiento del objeto
novedoso (RON) y del laberinto en cruz elevado modificado (LCEm). Posteriormente, les fue extraido el liquido
cefalorraquideo (LCR) de la cisterna magna para la cuantificacion de los niveles de la hormona concentradora de melanina
(MCH) por ELISA. A continuacidn, a la mitad de cada grupo, se los procesd para obtener los cerebros fijados para los
estudios morfolégicos y a la otra mitad, se los procesé para obtener muestras frescas de distintas estructuras del
sistema nervioso central (SNC) que fueron congeladas para realizar estudios bioquimicos.

Grupo II) Administracion intra-hipocampal de MCH y vehiculo.

Los animales fueron implantados con cdnulas guia y a los cinco dias fueron evaluados en el ensayo del RON, recibiendo
microinyecciones bilaterales hipocampales de MCH (o vehiculo) a diferentes dosis (25, 50, 200 y 500 ng). Algunos de dichos
animales fueron ensayados tres dias después en el LCEm y sacrificados luego del término del ensayo, para procesar sus
cerebros para estudios morfolégicos. A otro grupo de animales, tratados con MCH 200 ng, luego del RON le fueron
extraidos sus cerebros en fresco y congelados enteros para ser enviados a Mdlaga (laboratorio del Dr. Rodriguez da
Fonseca) para ser analizados por western blot y PCR.

Grupo III) Administracién i.c.v. de MCH y vehiculo via microbombas.

Los animales fueron implantados con cdnulas especiales conteniendo catéteres conectados a microbombas (200pl, Alzet,
tipo 2002, 15 dias de liberacién lenta, flujo 0.5ul/hora). Se realizaron varios subgrupos experimentales para evaluar los
efectos de la administracion créonica de MCH en el RON. Luego de culminados los ensayos comportamentales, los animales
fueron sacrificados y perfundidos para obtener los cerebros para ensayos morfolégicos.

3.- Implantes de cdnulas guia para administracién i.c.v. de STZ o vehiculo y para administracién intra-hipocampal de MCH
o vehiculo (grupos Iy II)

A los animales anestesiados (ketamina 90 mg/kg; xilazina 5 mg/kg i.p.) se le fijaron con acrilico las cdnulas guias (26 G)
para la administracién i.c.v. de STZ y vehiculo en las coordenadas: AP= -1 mm; L= -2 y +2 mm; DV= 3.4 mm desde Bregma,
y en las coordenadas: AP: -3.6 mm; L: £ 2.8 mm, DV: -3.1, para la administracién intra-hipocampal, segtln atlas de Paxinos
y Watson (43). Posteriormente, fueron tratados con antibidticos locales, sistémicos y analgésicos.

4.- Ensayos comportamentales

Se realizaron dos tipos de pruebas comportamentales: la prueba de RON, y el LCEm. Se basaron en protocolos
estandarizados por Galeano et al. (2014) y Lépez et al. (2017) (49, 50).

Durante los tres dias previos a realizar estos ensayos, el experimentador realizé la manipulacién sensorial de los
animales (handling) para evitar influencias de stress o ansiedad.

a) Prueba de RON. Evalta una memoria homdloga a la episddica en humanos. Se basa en la conducta espontdnea de los
roedores a la exploracion de objetos novedosos en detrimento de otros familiares. Se realizé en una caja de 60 x 40 x 40
cm (47, 48). Consistié en un dia de habituacion a la caja de registro (campo abierto, CA), luego un ensayo de muestra (EM, 5
min) realizado al dia siguiente y el ensayo de retencidn realizado 24 hs después (ER, 5 min). Durante el EM el animal
exploré dos objetos idénticos (familiares), mientras que durante el ER uno de dichos objetos familiares fue reemplazado
por uno de diferentes caracteristicas (novedoso).

b) Laberinto en cruz elevado modificado (LCEm)

El ensayo del LCEm es utilizado para analizar la capacidad de retencién de memoria espacial de los roedores (Itoh et al.,
1991; Lopez et al., 2017). Se realiz6 en un dispositivo que consta de una cruz elevada de madera en la cual dos de sus
brazos contienen paredes (brazos cerrados) y los otros dos no (brazos abiertos). Dicha estrutura se encuentra a 50 cm del
piso. En este ensayo se cuantificé la latencia de transferencia (LT) que es el tiempo en que los roedores demoran en
desplazarse desde el extremo de uno de los brazos abiertos (situacion aversiva, por la altura y espacio vacio) a la
interseccidon con los brazos cerrados (situacién menos aversiva y segura). Se realizé exponiendo a los animales al LCEm
durante tres dias consecutivos (denominados LT1, LT2 y LT3) separados por intervalos de 24 horas entre si. Los animales
control durante LT1 demoran mds tiempo, y que una vez aprendido el recorrido con ayuda de claves distales, demoran
progresivamente menos tiempo en llegar a los brazos cerrados en LT2 y LT3.

5/12



Modelo de Laberinto en Cruz Elevado modificado utilizado para registrar el pardametro de latencia de transferencia.

5.- Extraccion de LCR

A los animales de todos los grupos experimentales se les extrajo LCR bajo anestesia para analizar el contenido de MCH
por ELISA utilizando un kit comercial de Phoenix Pharmaceuticals. Debido a que no fue posible obtener LCR con un volumen
suficiente (100 ul) y calidad adecuada (limpida, sin sangre agregada) en la gran mayoria de las muestras, solamente
fueron analizadas las muestras de LCR del grupo I.

6.- Procesamiento de tejidos y ensayos de inmunohistoquimica

Luego de haber extraido el LCR, los animales fueron perfundidos intracardiacamente con NaCl y paraformaldehido (PFA)
4%. El encéfalo permaneci6 24 horas en PFA y 48 hs en sacarosa 30%. Luego se congeld en hielo seco y almacené a -80
para luego obtener cortes coronales a congelacién a nivel de la corteza cerebral, hipocampo e hipotdlamo. Las secciones
clasificadas se almacenaron a -20 °C para su posterior procesamiento.

El procedimiento de inmunohistoquimica con diaminobencidina (DAB) consistié en la incubacidn con anticuerpo primario,
anticuerpo secundario biotinilado, complejo avidina-biotina con peroxidasa de rdbano y con DAB. Para la
inmunofluorescencia, tanto simple como doble, se incubaron con los distintos anticuerpos primarios y el correspondiente
anticuerpo secundario conjugado con un fluoréforo. Estos procedimientos son estdndar y sus detalles técnicos se
encuentran publicados (44, 45). Se utilizaron anticuerpos primarios anti-NeuN, para identificar neuronas, anti-ChAT, para
identificar neuronas y fibras colinérgicas, anti-GFAP para identificar astrocitos, anti-Iba1, para identificar microglia, anti-
MCH para identificar fibras MCHérgicas, anti-MCHR-1, para identificar sus receptores, anti-péptido 2amiloide y anti-
proteina Tau hiperfosforilada para identificar las estructuras tipicas y caracteristicas de la EA.

7.-Andlisis de datos. Se compararon los efectos de las inyecciones de drogas y sus vehiculos en los distintos pardmetros
registrados en los modelos comportamentales mediante el one-way ANOVA y el posthoc de Tukey. La hipdtesis nula se
rechazo con un P < 0.05. Los andlisis comportamentales se realizaron en base a los publicados (49, 50). Para los andlisis
morfolégicos, se tomaron fotos de las estructuras elegidas, en una secuencia especifica, cuantificando los elementos
positivos mediante ImageJ. Se realizaron los andlisis estadisticos correspondientes para este tipo de andlisis, como ya
fue publicado (44, 45).

Resultados, andlisis y discusién

1) Resultados obtenidos con el Grupo experimental I: modelo animal de EA

a) Ensayo de RON

A los 15y 30 dias de la inyeccidn i.c.v. bilateral de STZ (o LCR) no se presentaron déficits en la prueba de RON (Figuras 1y
2, anexo I).

En los grupos de 60 dias, a los 3 min, como la interaccion no es significativa (y por ende no podemos hacer andlisis post-
hoc) nos tenemos que atener a la interpretacion de los efectos principales. Estos indican que el factor “Tipo de objeto”
resulta significativo pero el factor “Tratamiento” no. Por lo tanto, concluimos que independientemente del tratamiento
(CON60 0 STZ60) hubo una mayor exploracién del objeto novedoso. Sin embargo, cuando analizamos la razén de
discriminacidn (d2) para el grupo CON60 es significativa mientras que para STZ60 no (Figura 3). A los 5 min los resultados
son similares a los de 3 min. Sin embargo, cuando analizamos la razén de discriminacién (d2) se pierde la significacion del
grupo control. Podriamos interpretar que a los 60 dias empieza a esbozarse algin problema cognitivo en el grupo STZ, por
lo menos cuando analizamos d2 a los 3 minutos.

A los 90 dias de la inyeccion i.c.v. bilateral de STZ (o LCR) se observa un marcado déficit en la prueba de RON en el grupo
STZ 90, mientras que el grupo CTL 90 ha resuelto correctamente la tarea (Figura 4).

En el grupo de 120 dias, a los 3 minutos cuando se analiza el d2 se ve claramente que el grupo CON 120 resolvio
exitosamente la prueba mientras que el grupo STZ 120 no (Figura 5). Por el contrario, a los 5 minutos la interaccién si fue
significativa y se pudieron realizar los andlisis post-hoc que indicaron que el grupo CON 120 exploré significativamente
mds el objeto novedoso mientras que el grupo STZ 120 no. Este ultimo resultado se ve reforzado por el d2, donde el grupo
CON 120 presenta valores significativamente mayores a 0 mientras que el grupo STZ 120 no (Figura 5). Por lo tanto, a los
120 dias de la inyeccidn i.c.v. bilateral de STZ se observa un marcado déficit en la prueba de RON, mientras que el grupo
CON 120 ha resuelto correctamente la tarea.

b) Ensayo de LCEm

El grupo CON 15 no mostré el comportamiento esperable, mostrando latencias mds bajas el dia 1 en relacién al 2. Sin
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embargo, el grupo STZ 15 mostré un comportamiento normal (primera latencia alta y siguientes latencias en disminucién).
En relacién a los grupos CON 30 y STZ 30 mostraron un comportamiento normal, sin diferencias entre los tratamientos,
con una disminucién de la latencia que se produce recién el tercer dia. En relacién a los grupos CON 60 y STZ 60 ninguno se
comportd normalmente. El grupo CON 60 mostré latencias mds bajas el dia 1 en relacién al 2y el grupo STZ 60 no mostré
prdacticamente cambios a lo largo de los dias. En relacién a los grupos de 90 y 120 dias, los CON no mostraron un
comportamiento normal. En el caso del grupo CON 90 no hay disminucién de la latencia de escape a lo largo de los dias
(Figura 19, d). En el caso del grupo CON 120, se observa un aumento de la latencia en el 2do dia (aunque no significativo)
para luego volver a reducirse al tercer dia, aunque no resulta significativa la reduccidn en comparacion al dia 1. O sea que
este grupo control (CON 120) no presenta un comportamiento “normal” (Figura 6).

¢) Ensayos morfolégicos: inmunohistoquimica para deteccién de neuronas, glias, neuronas colinérgicas y receptor MCHR-1.
Se observé una disminucién significativa en la cantidad de neuronas identificadas con el marcador neuronal NeuN en la
corteza parietal (figura 7, Anexo I), giro dentado (figura 8) y regiones CA1y CA2 del hipocampo (no mostrado) a partir de
los 15 dias post-STZ comparados con grupos control. En otros casos, se observé dicha disminucién a partir de los 30 dias
y se mantuvo a los 60 dias.

En cuanto a la cantidad de neuronas colinérgicas ChAT (+), también se evidencié una disminucion significativa en su
namero en la corteza parietal (figura 9) y en la densidad de fibras colinérgicas en el hipocampo (no mostrado).

Se detect6 una astrogliosis, denotada por un aumento significativo en la densidad de astrocitos GFAP (+), a partir de los
grupos de STZ15 en adelante (figura 10). En el cuerno de Ammon y giro dentado se obtuvieron resultados similares (no
mostrados).

Los ensayos de inmunofluorescencia para detectar y cuantificar el receptor MCHR-1 en el hipocampo y giro dentado de los
grupos experimentales, fue realizado en los grupos de 15, 30 y 60 dias post-STZ. Los MCHR-1 se detectaron en las cilias
primarias de neuronas de dichas estructuras. No fueron observadas diferencias significativas en el nimero de MCHR-1en
relacion a los nlcleos DAPI (+) en ninguno de los grupos STZ comparados con los controles. En el giro dentado fue
observada una disminucién en el largo de las cilias MCHR-1 (+) al comparar STZ versus controles.

2) Resultados obtenidos con el Grupo experimental II: administracién intra-hipocampal de MCH y vehiculo.

a) Ensayo de RON

La inyeccion bilateral intra-hipocampal de MCH fue realizada inmediatamente después del EM (0,5 WL, flujo de 0,2 pL/min)
utilizando una bomba de microinyeccién. Los controles fueron tratados con NaCl 0.9% bajo las mismas condiciones.

A las 24 horas de la inyeccién de MCH (25 ng), durante el ER, se observé en las ratas controles una mayor exploracion del
objeto novedoso (ON) en comparacién con el familiar (Fig. 1A) y, una relacidén de discriminacion significativamente mayor a
cero (Fig. 1B). El mismo patrén de exploracion se observo en los grupos tratados con MCH 25 ng (Fig. 1C) y, por lo tanto,
presentaron un indice de discriminacion significativamente mayor a cero (Fig. 1D).

El grupo de MCH 50 ng mostré un patrén similar al de 25 ng, en el que tanto el grupo control como los tratados con MCH
exploraron por un tiempo significativamente mayor el ON que el OF (Fig. 2A y C). El indice de discriminacidn tanto para
MCH como para los controles fueron diferentes a 0 (Fig. 2B y D).

Para MCH (200 ng), durante el ER se observéd que las ratas exploraron durante un tiempo similar el ON y el OF (Fig. 3C) con
una relacién de discriminacidn préxima a cero, indicando um efecto pro-amnésico (Fig. 3D). Por el contrario, el grupo
control explord significativamente mds tiempo el ON que el OF (Fig. 3A) con un indice de discriminacién significativamente
mayor a cero (Fig. 3B).

El grupo tratado con 500 ng de MCH exhibidé en el RON también un efecto pro-amnésico como con la dosis de 200 ng sobre la
discriminacion del ON, reflejado en valores de discriminacion préximos a 0 (fig. 4D) y en tiempos de exploracién del ON
similares o inferiores a los tiempos correspondientes al OF (fig. 4B). En contrapartida, los controles demostraron ser
capaces de discriminar el ON del OF, lo cual se reflejé en tiempos de exploracién del ON superiores a los tiempos de
exploracion del OF (fig. 4A) y valores superiores a 0 para los indices de discriminacidn (fig. 4B).

En conclusidn: con las dosis de 200 y 500 ng observamos un efecto pro-amnésico en el RON, mientras que con las dosis de
25y 50 ng observamos un efecto pro-cognitivo de la MCH al ser administrada de forma bilateral intra-hipocampal.

b) Ensayo de LCEm
La inyeccién de MCH o su vehiculo intra-hipocampal bilateral se realizé inmediatamente luego del LT1 utilizando las
mismas condiciones de inyeccion especificadas para el ensayo de RON. Se utilizaron los mismos grupos experimentales

7/12



qgue para el RON, dejando 3 dias entre ambos ensayos comportamentales.

El ensayo de mEPM demostré que la inyeccidn de 25 y 50 ng MCH redujo significativamente la latencia de transferencia en
LT2 y LT3 (Fig. 5A y B, respectivamente). Al igual que en el ensayo de RON, los tratamientos con MCH intra-hipocampal a
dosis de 25 y 50 ng no exhibieron efectos negativos sobre la memoria. Los resultados indicaron que el tratamiento con MCH
a dosis bajas disminuyd la latencia de transferencia en LT2.

En los tratamientos con dosis de 200 y 500 ng de MCH, los resultados observados permitieron apreciar un efecto de tipo
pro-amnésico de la microinyeccion, reflejado en el aumento de la latencia de transferencia en LT2 que los controles (Fig.
6).

En conclusion: los resultados obtenidos en los ensayos comportamentales demuestran que las dosis de 25y 50 ng no
ejercieron los efectos pro-amnésicos descritos para las dosis de 200 y 500 ng. A pesar de no observarse afecciones en la
retencién de memorias, estos resultados muestran que estas dosis bajas de MCH no ejercen un efecto beneficioso sobre la
memoria evaluada con este tipo de ensayo.

¢) Andlisis bioquimicos

Para estos ensayos, realizados en Mdlaga, se procesaron los hipocampos de animales tratados intra-hipocampalmente
con MCH 200 ng, con NaCl 0.9% (controles) y con MCH 200 ng y un antagonista de los receptores MCHR-1 (ATC, TmM), debido
a los efectos pro-amnésicos obtenidos en el RON con dicha dosis. Fueron realizados ensayos de western blot para
cuantificar los niveles de expresién del MCHR-1y de diversas subunidades de los receptores NMDA (R1, R2A y R2B) del
glutamato y niveles del factor neurotréfico BDNF y su receptor TrkB.

Al analizar los niveles de expresion de las proteinas por western blot, se observé una disminucidn significativa en los
niveles del receptor MCHR-1y del receptor TrkB en los hipocampos de animales tratados con MCH 200 ng comparados con
sus controles y con MCH+ATC. No se detectaron modificaciones em los niveles de BDNF y de las tres subunidades de los
receptores NMDA para glutamato entre los tres grupos experimentales (Figuras 7 y 8).

Conclusiones y recomendaciones

Como conclusiones de los resultados obtenidos del desarrollo de este proyecto, podemos ennumerar:

1) Pusimos a punto y caracterizamos a fondo el modelo animal de EA inducido por la administracién i.c.v. de STZ en ratas
en nuestro laboratorio, evaluando tanto desde el punto de vista comportamental como en distintos aspectos de la
morfologia con marcadores a nivel del SNC desde grupos experimentales a los 15 dias hasta grupos evaluados hasta 120
dias post-STZ.

2) Evidenciamos que las modificaciones morfoldgicas en el hipocampo y corteza de los animales se ponen en evidencia de
forma temprana, desde los 15 dias post-STZ, observdndose un menor nimero de neuronas en general y de neuronas y
fibras colinérgicas, ademds de un aumento en el nimero de astrocitos.

3) Sin embargo, desde el punto de vista cognitivo, se observaron déficits a un tiempo mads avanzado post-STZ, a los 90 dias
y se mantuvieron en el grupo de los 120 dias post-STZ.

4) Dichos resultados han sido muy importantes y significativos pues ponen en evidencia la fortaleza del modelo in vivo de
Enfermedad de Alzheimer, el cual muestra déficits morfolégicos al poco tiempo de ser tratados con STZ y déficits en los
procesos de memoria en un estadio mds avanzado. Estos resultados se puedes asimilar a los que suceden en los
pacientes que son diagnosticados con EA. De hecho, las evidencias apuntan a que cuando se observan los déficits en la
memoria, los déficits morfolégicos con pérdida de neuronas en general, pérdida de neuronas e inervacién colinérgica,
aumento en la astrogliosis, etc, ya ocurrieron y conformarian el sustento morfolégico de la aparicién de los déficits
cognitivos.

5) También, a partir del desarrollo de este proyecto de investigacion, se establecieron dos ensayos comportamentales de
memoria en nuestro laboratorio, el ensayo de reconocimiento de objeto novedoso y el laberinto en cruz elevado modificado.
6) Por otra parte, a pesar de tener evidencias preliminares, observamos que el sistema MCHérgico podria estar
modificado en el cerebro de los animales que recibieron STZ a etapas mds tardias, a partir de los 60 dias post-STZ, donde
se detectaron cilias primarias marcadas con el MCHR-1 de menor longitud al comparar con los grupos controles.

7) Otra evidencia importante obtenida con estos resultados, es la cuantificacién de los niveles de MCH en el LCR por ELISA.
Detectamos una modificacién en dichos niveles a los 60 dias post-STZ, que podria mantenerse a lo largo de los grupos de
90 y 120 dias post-STZ. Dichos resultados deben confirmarse al obtener mayor cantidad de muestras de LCR de grupos
experimentales a realizar a futuro.

8) Se estudio el efecto agudo en los procesos de memoria de la MCH al ser administrada por via intra-hipocampal y se
puso en evidencia de que la MCH a dosis de 200 y 500 ng produce efectos pro-amnésicos en el ensayo de reconocimiento
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del objeto novedoso. Dichos resultados se contrarrestan a los observados por trabajos anteriores, donde se observaron
efectos pro-cognitivos, de mejora de la memoria. Es de destacar que las herramientas utilizadas asi como los modelos
son diferentes. Nuestros resultados comportamentales estdn avalados por los resultados bioquimicos donde ante la
administraciéon de MCH 200 ng, se observé una disminucién significativa en los niveles de expresién del MCHR-1y también
del receptor TrkB en los hipocampos de animales tratados. Es probable que esta disminucién en el MCHR-1 se haya puesto
en evidencia por el incremento en la disponibilidad del ligando endégeno, la MCH.

Recomendaciones:

Este modelo experimental in vivo de EA es un muy buen modelo para ser utilizado en animales de experimentacion (ratas)
y poner en evidencia diversas modificaciones tanto a nivel comportamental como morfolégico. Es un modelo al cual se le
pueden hacer distinto tipo de preguntas evaluando las modificaciones que pudieran ocurrir en otros sistemas de
neurotransmisién endégeno como pudiera ser el llevado por otros neuropéptidos, sistema canabinoide, etc.

Resulta un modelo sencillo de implementar, de bajo costo y manipulacién, utilizando técnicas y metodologia de fdcil acceso
en laboratorios que manejan las técnicas estereotdxicas y de inmunohistoquimica como el nuestro. Es importante
destacar los tiempos de espera que se deben considerar para obtener resultados concluyentes y el gran nimero de
animales que deben de ser tratados con STZ y sus controles para obtener resultados confiables desde el punto de vista
comportamental, morfoldgico y bioquimico.
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