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RESUMEN 

 

El objetivo de este trabajo fue evidenciar, utilizando distintos marcadores, las modificaciones 

morfológicas producidas en el cerebro de ratas en un modelo preclínico de enfermedad de 

Alzheimer (EA). Se realizó la microinyección intracerebroventricular de estreptozotocina (STZ), 

una droga que induce déficits cognitivos similares a los encontrados en pacientes con EA y la 

hormona concentradora de melanina (MCH) conjugada a Rodamina (MCH-Rod), 

neurotransmisor con probable acción beneficiosa para la memoria. Se evaluaron algunos 

parámetros comportamentales y morfológicos a los 15, 30 y 60 días posteriores a la STZ, con sus 

respectivos controles. Posteriormente, se practicó un test comportamental de reflejos básicos, se 

registró la actividad locomotora, se realizó la perfusión intracardíaca de los animales para disecar 

el cerebro, crioprotegerlo y congelarlo. Los cortes coronales obtenidos en crióstato del hipocampo 

y corteza se ensayaron con la tinción de Nissl e inmunohistoquímica para identificar neuronas 

(NeuN), fibras colinérgicas (enzima ChAT), astrocitos (GFAP), células en apoptosis (caspasa 3-

activada) y neuronas nitrérgicas (nNOS). Los test comportamentales no pusieron en evidencia 

diferencias significativas entre animales tratados frente a los controles. La observación cualitativa 

de los tejidos de animales tratados y controles no arrojó diferencias en los ensayos con la tinción 

de Nissl ni para la identificación de NeuN, GFAP y nNOS. En cambio, con MCH-Rod se observó 

un mayor número de marcas (+) en los tratados que en controles y con ChAT se observaron menor 

número de fibras colinérgicas en los tratados que controles. Las marcas (+) para caspasa-3 fueron 

más intensas en los controles que los tratados. Concluimos que, incrementando el número de 

animales ensayados, este modelo de EA en ratas sería una herramienta experimental óptima para 

el estudio de modificaciones morfológicas que ocurren en el cerebro y poder extrapolarlas a lo 

que ocurre en los pacientes con EA. 

 

Palabras Clave: Enfermedad de Alzheimer (EA), hipocampo, estreptozotocina (STZ), hormona 

concentradora de melanina (MCH), colina acetil transferasa (ChAT) 
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INTRODUCCIÓN 

La OMS define a la demencia como “síndrome –generalmente de naturaleza crónica o progresiva– 

caracterizado por el deterioro de la función cognitiva más allá de lo que podría considerarse una 

consecuencia del envejecimiento normal. La demencia afecta a la memoria, el pensamiento, la 

orientación, la comprensión, el cálculo, la capacidad de aprendizaje, el lenguaje y el juicio. La 

conciencia no se ve afectada. El deterioro de la función cognitiva suele ir acompañado, y en 

ocasiones es precedido, por el deterioro del control emocional, el comportamiento social o la 

motivación” (1).  

DATOS EPIDEMIOLÓGICOS  

En el mundo hay unos 47 millones de personas que padecen demencia, y cada año se registran 

cerca de 10 millones de nuevos casos (1). La enfermedad de Alzheimer (EA) es la forma más 

común de demencia y se calcula que representa entre un 60% y un 70% de los casos. 

Aproximadamente 10% de las personas mayores de 70 años tienen una pérdida de memoria 

significativa y en más de la mitad de los casos la causa es la EA (2). Para el 2011 se estimaba que 

en Uruguay existirían más de 30.000 dementes, con 5000 casos nuevos en ese año (3). 

 

¿QUE ES LA EA? 

La EA es una enfermedad neurodegenerativa irreversible caracterizada por un deterioro continuo 

y progresivo de las funciones cognitivas, principalmente de la memoria. Se han descrito dos tipos 

de EA, una de tipo familiar de comienzo temprano y otra de tipo esporádico de comienzo tardío 

(4). 

 

CARACTERÍSTICAS FISIOPATOLÓGICAS  

Las lesiones fisiopatológicas de cerebros post-mortem en pacientes con EA se caracterizan por 

una acumulación anormal del péptido β-amiloide, presente en las placas seniles extracelulares y 

de la proteína Tau truncada e hiperfosforilada presente en los ovillos neurofibrilares 

intracelulares, por pérdida de neuronas colinérgicas y por la presencia de microglía activada, 

específicamente en determinadas estructuras del sistema nervioso central (SNC) (5). Se observa 

a su vez una disminución en la cantidad de neuronas piramidales en distintas zonas del cerebro, 

como las capas II, III y V de la neocorteza, la región CA1 del hipocampo y el subiculum (6,7).  

Se han elaborado distintas hipótesis al respecto de la etiología de esta enfermedad. Una de ellas, 

la “hipótesis de la cascada de amiloide” establece que el péptido β amiloide inicia la cascada de 

eventos que induce una neuroinflamación, daño vascular, neurodegeneración y pérdida de 
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memoria (8). Esto posiciona al  péptido β amiloide como el iniciador patológico de la EA, tanto 

familiar como esporádica, pero actualmente existen evidencias que no apoyan esta hipótesis, 

sosteniendo que el péptido β amiloide no es suficiente para iniciar la patogénesis en la EA 

esporádica (9).  Otra hipótesis establece que la formación de ovillos neurofibrilares precede a los 

depósitos de β amiloide (10). Por otro lado se piensa que las modificaciones patológicas de la 

proteína tau son consecuencias de la presencia de depósitos de β amiloide, siendo la primera gran 

responsable de la patogenia de la enfermedad, existiendo además un feedback positivo entre 

ambos fenómenos (11). Se postulan tres mecanismos amiloide-independientes,  verificados 

experimentalmente, cada uno de los cuales contribuye sustancialmente a la etiología de la EA: 1)  

pérdida de integridad del ADN, 2) regulación defectuosa del ciclo celular y 3) regresión de la 

mielinización (12).  Por su parte, la “hipótesis colinérgica” se estableció debido al déficit 

colinérgico observado en cerebros de pacientes con EA y por el rol de la acetilcolina (ACh)  en 

procesos de aprendizaje y memoria (13). A pesar de todas las hipótesis planteadas y el gran 

volumen de investigaciones realizadas, y publicadas en la literatura, aún se desconoce la etiología 

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. 

 

TRATAMIENTOS DE LA EA 

El tratamiento farmacológico que se utiliza actualmente en la EA está basado en torno a la 

hipótesis colinérgica descrita anteriormente. La enzima acetilcolinesterasa (AChE) es la enzima 

que cataliza la hidrólisis de la ACh a colina y ácido acético luego de ser liberada a la hendidura 

sináptica. De esta forma, la ACh deja de producir sus efectos sinápticos en sus neuronas blanco 

(14–16) . Esta enzima se encuentra en diversos tejidos, como nervios y músculo, fibras sensitivas 

y motoras, así como en las membranas de los glóbulos rojos (14). La inactivación de la AChE 

produce un aumento en los niveles y en la duración del efecto de la ACh, generando una 

hiperestimulación de receptores nicotínicos y muscarínicos (16). Por esta razón, los inhibidores 

de la AChE son las principales drogas usadas actualmente, como el donepezilo, la rivastigmina y 

la galantamina (3,14). Otro fármaco utilizado en etapas más avanzadas de la enfermedad es la 

memantina, un antagonista de los receptores NMDA (3). 

 

MODELOS EXPERIMENTALES PARA EL ESTUDIO DE LA EA 

A lo largo de los años se han realizaron múltiples trabajos para intentar explicar y tratar la EA.  A 

principio de los años 90, aparecieron los primeros modelos animales con ratones transgénicos con 

el propósito de reproducir las características de esta patología. 
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Los modelos de ratones transgénicos permitieron dilucidar la vía de síntesis y secreción del APP 

y la producción del péptido β amiloide (17). Además aportaron evidencia sobre el rol 

fisiopatológico de la APP, los fragmentos de la APP y la alfa-secretasa en procesos como la 

neurogénesis (18,19) y el mecanismo de consolidación de la memoria (20). Hsiao utilizó ratones 

transgénicos que sobre-expresan la APP mostrando un depósito progresivo del β amiloide 

respecto a la edad (21). De todos modos, los modelos de ratones transgénicos presentan ciertas 

limitaciones (22), por ejemplo que solo se relacionan a la forma familiar del Alzheimer de inicio 

temprano (FAD), que representan un 5% de los diagnósticos, dejando un 95% de Alzheimer de 

tipo esporádico (SAD) (21–24).  Se concluyó que la teoría de la cascada del β amiloide se 

correlaciona con un bajo número de casos clínicos, los conocidos FADs causados por mutaciones 

en genes específicos que se heredan de forma autosómica dominante y sus manifestaciones 

aparecen a edades más tempranas.  

Dado estas limitaciones, y a la falta de elementos que explicaran el proceso neurodegenerativo en 

estos pacientes, estudios posteriores en cerebros post-mortem de pacientes con Alzheimer, 

observaron un estado de insulino-resistencia (25,26). Se observó que la insulina cumplía un rol 

en los niveles de β amiloide y en la hiperfosforilación de la proteína tau (26,27). La creciente 

evidencia apuntó a que la cascada de reacciones vinculadas a la insulina cumple un papel 

fundamental en la fisiopatogenia de la EA (25). Debido a que se desconoce la naturaleza 

específica de la EA y los eventos que precipitan su desarrollo, que los estadios iniciales son 

irreconocibles clínica o experimentalmente y que el estudio puede ser realizado solamente en 

cerebros post-mortem, surgió la necesidad de idear un modelo de estudio con animales de 

experimentación para proveer nueva información sobre el proceso neurodegenerativo. 

 

En esa línea, se demostró que la inyección de la estreptozotocina (STZ) a nivel sistémico causaba 

destrucción de la producción y secreción de la insulina en las células β del páncreas causando una 

diabetes mellitus de tipo 1 (DM1). Mientras que dosis menores producían una insulino-resistencia 

por afectar el receptor de insulina a nivel periférico (28). Se observó que la STZ por vía 

intracerebroventricular (icv), inducía un estado de insulino-resistencia a nivel cerebral que 

alteraba el metabolismo normal de la glucosa sin producir alteraciones a nivel sistémico (29,30). 

Se postuló entonces un modelo no transgénico en base a la inyección icv de STZ (31). Estudios 

del grupo de Salkovik-Petrisic arrojaron que la STZ icv inducía alteraciones similares a las 

encontradas en los cerebros de humanos diagnosticados con Alzheimer mostrando el desarrollo 

de déficits compatibles en el aprendizaje y memoria, cambios bioquímicos y cambios 

morfológicos. A nivel bioquímico se observó una disminución en el uso de la glucosa a nivel 

cerebral, disminución de la transmisión colinérgica y aumento de los marcadores de estrés 



6 

oxidativo. Se ha utilizado a la inmunohistoquímica como método para identificar y medir 

marcadores específicos tanto de daño como de patrones de expresión de la enfermedad. En lo que 

concierne a la vía colinérgica, se observó que los animales con STZ expresaban un aumento 

significativo en la expresión de la enzima que sintetiza a la ACh, la colina acetiltransferasa 

(ChAT) en la neocorteza, los ganglios basales y también en el hipocampo (32,33). En cuanto a 

los aspectos morfológicos, se observó daño neuronal, disminución del volumen de neuronas en el 

hipocampo con astrogliosis e inflamación neuronal (34). Los animales con STZ icv respecto a los 

controles, mostraron un aumento significativo de los depósitos de β-amiloide en múltiples áreas 

cerebrales, como la corteza entorrinal, ganglios basales, hipocampo y neocorteza (32,33). De igual 

manera, se pudo observar un aumento en la proteína tau fosforilada en la necorteza y los ganglios 

basales. Desde el punto de vista comportamental, mediante el uso del laberinto acuático de Morris, 

se vio un déficit progresivo del aprendizaje y la memoria de los animales tratados con STZ 

evidenciado particularmente en estadios tempranos, ya a partir de las 3, 4 y 24hs post inyección, 

comparados con los controles (32).  A pesar de que se mostraron evidencias de modificaciones 

en los marcadores de daño, no fue posible encontrar un elemento que los vincule y desencadene 

el proceso del depósito de β-amiloide e hiperfosforilación de la proteína tau (34). Sin embargo, el 

modelo de ratas tratadas con STZ provee una evidencia de que el estado de insulino-resistencia 

lleva a un fenotipo similar al de la EA de tipo esporádico, con características tanto 

anatomopatológicas como clínicas extrapolables. Además, provee un buen modelo animal con 

estándares específicos y reproducibles que puede ser utilizado para probar fármacos y otros 

blancos terapéuticos. Este modelo se impuso sobre los modelos transgénicos que requieren 

manipulación genética, los cuales presentan una alta complejidad y costos asociados al 

mantenimiento de las colonias.  

 

HORMONA CONCENTRADORA DE MELANINA Y EA 

La hormona concentradora de melanina (MCH) es un neuromodulador presente en neuronas del 

área incerto-hipotalámica que envían extensas proyecciones a muchas áreas del cerebro incluido 

el hipotálamo, el hipocampo, estructuras del tronco encefálico, la amígdala, el núcleo accumbens 

y la corteza  (35–38). La función biológica de la MCH es mediada por dos receptores conocidos 

como MCH-R1 y MCH-R2 (39–41). En mamíferos, funciona como un neurotransmisor y 

neuromodulador (35,42) abarcando complejos comportamientos, entre ellos el control del ciclo 

vigilia-sueño hasta su participación en los procesos de consolidación de la memoria (37,38). A su 

vez en un estudio con ratones con deleción del gen del MCH-R1 se vio que dicha deficiencia 

genética resultaba en impedimentos de aprendizaje y memoria, lo que sugiere un rol de la MCH 

en la modulación de la cognición (36). Fue observado que los niveles de MCH en el líquido 
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cefalorraquídeo (LCR) están elevados en pacientes con EA en comparación con pacientes sanos, 

y a su vez se encontró una correlación entre los niveles de las proteínas T-tau y P-tau y la severidad 

de los síntomas de la enfermedad. Por lo tanto, la regulación de la MCH en la EA estaría alterada, 

generando una hipersecreción, a causa de una reducción en la disponibilidad de su receptor que 

se encuentra en hipocampo y corteza, lugares de mayor alteración en EA. Apoyando estas 

evidencias, los ratones deficientes en el receptor MCH-R1 tuvieron un mal desempeño cognitivo 

(43). 

 

UTILIZACIÓN DE MARCADORES PARA EVIDENCIAR CAMBIOS 

MORFOLÓGICOS EN MODELOS DE EA 

i. MARCADOR NEURONAL: PROTEÍNA NeuN 

NeuN es una proteína asociada con el ADN y su inmunorreactividad se ha utilizado como un 

marcador para identificar neuronas maduras post-mitóticas, tanto in vivo, como in vitro (44,45).  

Se ha demostrado en animales de experimentación que la utilización de NeuN como marcador 

puede ser útil para la evaluación cuantitativa o semicuantitativa de la pérdida de células 

neuronales en enfermedades neurodegenerativas (45,46).  

 

ii. MARCADOR GLIAL: PROTEÍNA GFAP (PROTEÍNA GLIOFIBRILAR 

ÁCIDA) 

Diversos estudios en cerebros post-mortem de pacientes con EA han observado que la generación 

del péptido β-amiloide induce una astrogliosis reactiva (47). Por otra parte, en modelos 

preclínicos de EA en los cuales se utilizó STZ icv se observó un aumento en el número de 

astrocitos principalmente en el hipocampo (48).  

 

iii. MARCADOR COLINÉRGICO: ENZIMA COLINA ACETILTRANSFERASA 

(ChAt) 

La disminución en los niveles de la enzima ChAt, se correlaciona con el deterioro cognitivo 

descrito en la EA (13,49,50). En diversos estudios pre-clínicos (32,48),  los niveles de ACh se 

encontraron disminuidos a nivel de la corteza frontal, la amígdala y del hipocampo (51,52).   

 

iv. MARCADOR DE NEURONAS NITRÉRGICAS: ENZIMA nNOS 

El óxido nítrico (NO) es un mensajero molecular gaseoso cuyas funciones dependen de la 

presencia de su enzima de síntesis neuronal, la nNOS y aumentos en su cantidad, parecerían tener 
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un efecto deletéreo generando excitación sobre los receptores NMDA de glutamato lo que causa 

una degeneración neuronal. En estudios previos, mediante inmunohistoquímica se observó un 

aumento en la cantidad de neuronas nNOS (+) en hipocampo y una disminución en la corteza 

frontal en pacientes con EA, comparadas dichas áreas con tejidos post-mortem de pacientes 

control (53).  

 

v. MARCADOR DE APOPTOSIS: ENZIMA CASPASA 3 ACTIVADA 

La apoptosis es un mecanismo de suicidio celular altamente regulado importante para múltiples 

procesos biológicos, entre ellos la patogenia de la neurodegeneración (54). El efector central en 

la apoptosis son las caspasas, unas regulan la activación o son iniciadoras de otras caspasas 

(caspasas 1, 2, 4, 5, 8,9, y 10), mientras que otras regulan la fase de ejecución (caspasas 3, 6,7, y 

14) (55,56), siendo la detección de su presencia en tejidos un marcador específico de apoptosis 

(56).  

vi. MARCADOR DE NEURONAS MCH-RECEPTIVAS: MCH-Rod 

Los receptores MCHR-1 de la MCH internalizan al ligando luego de ser activados por éste, y se 

ha utilizado la herramienta de la MCH conjugada con un fluoróforo, la rodamina, para identificar 

neuronas MCH-receptivas (células MCH-Rod +) (57). Diversas evidencias han demostrado que 

la MCH tiene un rol importante en los procesos de aprendizaje y memoria, específicamente 

actuando a nivel del hipocampo y favoreciendo los procesos mnémicos.  

 

HIPÓTESIS DE TRABAJO 

Basándonos en la información disponible, así como en estudios realizados previamente, nuestra 

hipótesis de trabajo fue que utilizando el modelo pre-clínico de EA de administración icv de STZ 

en ratas y utilizando a la MCH-Rod, pondríamos en evidencia, tanto modificaciones morfológicas 

generadas a consecuencia de la STZ en áreas relacionadas a la memoria, así como la participación 

de la MCH en estas modificaciones. 

 

 

 

 

 

 

 



9 

OBJETIVO GENERAL Y ESPECÍFICOS 

OBJETIVO GENERAL 

Implementar un modelo preclínico de EA en ratas para el estudio de las modificaciones 

morfológicas cerebrales asociadas utilizando distintos marcadores específicos. 

 

OBJETIVO ESPECÍFICO 1 

Desarrollar destrezas de laboratorio, de investigación científica experimental y análisis de 

resultados. 

 

OBJETIVO ESPECÍFICO 2 

Estudiar las modificaciones morfológicas desarrolladas luego de distintos tiempos de la 

administración icv de STZ en la corteza cerebral e hipocampo de la rata utilizando marcadores 

específicos y a la MCH-Rod. 
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METODOLOGÍA 

ANIMALES 

Se utilizaron ratas macho Wistar (adultos, 250-300 gr, n=12) del Bioterio de la Facultad de 

Medicina, mantenidos con ciclo luz-oscuridad (12-12 horas), comida y agua ad libitum. El 

protocolo experimental fue aprobado por el Comité de Ética de la Facultad de Medicina (CEUA; 

expediente 070153-000011-17). 

 

DROGAS 

La estreptozotocina (STZ, Sigma-Aldrich) se disolvió en LCRa y se administró por vía icv a la 

dosis de 3 mg/kg por rata (bilateral, 5µl/lado), el día 1 y el día 3 de la secuencia experimental. La 

MCH-Rod (Phoenix Pharmaceuticals) se disolvió en DMSO y agua destilada y se administró a 

una dosis de 1,2µg/µl icv de forma unilateral, 20 minutos antes de realizar la perfusión intra-

cardíaca de los animales en los distintos grupos experimentales.  

 

GRUPOS EXPERIMENTALES 

Se trabajó con tres grupos experimentales, los cuales se trataron con STZ icv bilateral el día uno 

y tres de la secuencia experimental y además se les administró MCH-Rod icv unilateral el día de 

la perfusión. Se realizaron los test comportamentales y se procesaron los tejidos luego de 15, 30 

y 60 días de la administración de STZ: STZ 15, STZ 30 y STZ 60, respectivamente.   En cada uno 

de estos grupos (n=4 c/u), el control recibió LCRa, y el resto la STZ icv. Posteriormente se detalla 

el curso temporal de los procedimientos realizados en los tres grupos experimentales. 

 

CIRUGÍA ESTEREOTÁXICA Y ADMINISTRACIÓN 

INTRACEREBROVENTRICULAR 

Los animales se anestesiaron (ketamina 90 mg/kg y xilazina 5 mg/kg i.p.) y se les realizó la cirugía 

estereotáxica inyectándose por vía icv el LCRa o la STZ mediante una jeringa Hamilton en las 

siguientes coordenadas: AP= -1 mm desde Bregma; L= -2 y +2 mm; DV= 3.4 mm (58). 

Posteriormente, se trataron con antibióticos y analgésicos locales y sistémicos (Amoxicilina, 

clorafenicol y ketoprofeno). 

Administración aguda icv bilateral de STZ: El día 1, se microinyectó la STZ, o LCRa en ambos 

ventrículos laterales a un flujo de 0.1 µl/min y se repitió este procedimiento el día 3, a partir del 

cual se contabilizaron los 15, 30 y 60 días según el grupo experimental.  
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Administración aguda icv unilateral de MCH-Rod: El día posterior a la realización de los 

ensayos comportamentales se realizó la microinyección de MCH-Rod en el ventrículo lateral 

izquierdo y 20 minutos después, los animales fueron perfundidos.  

 

ENSAYOS COMPORTAMENTALES 

Dependiendo del grupo experimental, a los 15, 30 y 60 días desde el día 3 de la microinyección 

de STZ o su vehículo y se realizaron dos test comportamentales: el test neurológico simple y el 

test de actividad locomotora, con el objetivo de poder valorar algún tipo de déficit cognitivo 

observando la actividad refleja o disminución en la actividad locomotora de los animales tratados 

con STZ frente a los controles. El test neurológico simple, consistió en la realización de una 

batería de test reflejos neurológicos para evaluar la performance sensorial de los animales: 

respuesta de enderezamiento, de parpadeo, respuesta auditiva, de retirada de pata y de orientación 

espacial. Las respuestas se evaluaron durante 5 min como presentes o ausentes (59,60).  En el test 

de actividad locomotora se colocó al animal en una caja delas habituales del bioterio y se evaluó 

la actividad locomotora del animal, contabilizando el número de cruzamientos del animal sobre 

una grilla presente en el suelo de la caja, y movimientos estereotipados realizados  (acicalamiento, 

movimientos verticales o “rearings”) durante 5 min (61).  

 

PERFUSIÓN INTRACARDÍACA DE LOS ANIMALES 

Luego de los 20 minutos de haber realizado la microinyección de MCH-Rod en los distintos 

grupos experimentales los animales fueron perfundidos intracardiacamente bajo campana con 

NaCl al 0,9% y paraformaldehído (PFA) al 4%. De esta forma se fijaron los tejidos para su 

posterior procesamiento.  Se disecó el encéfalo que permaneció en PFA (fijación por inmersión 

durante 24 horas). Las carcasas de los animales fueron depositadas en un freezer del Bioterio para 

su posterior descarte. 

 

CRIOPROTECCIÓN 

Se realizó el pasaje del encéfalo desde PFA al 4% a sacarosa al 30% donde permanecieron durante 

48hs para su crioprotección previamente al congelado. 

 

CONGELAMIENTO DE LOS TEJIDOS Y CORTE EN CRIOSTATO 

Se congelaron los tejidos en bloques con una sustancia específica para el montaje para 

congelación (“tissue-tek”) en hielo seco y se almacenaron en freezer a -80 °C. Los cerebros fueron 

cortados en crióstato a congelación para realizar el almacenamiento posterior a 20°C en solución 
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anticongelante (Solución de Olmos) de los cortes coronales de 30 µm obtenidos a nivel de la 

corteza cerebral, hipocampo, núcleo accumbens y amígdala, entre otras estructuras (58). 

 

ENSAYOS HISTOLÓGICOS 

Para este análisis se eligieron 8 cortes coronales de cada animal conteniendo el hipocampo, 

corteza cerebral y otras estructuras de interés. Se realizó la tinción de los tejidos con la tinción 

histológica Tionina que marca los cuerpos de Nissl de las neuronas y posteriormente se 

visualizaron los tejidos en microscopio óptico y se obtuvieron imágenes en una lupa 

estereoscópica. 

 

ENSAYOS DE INMUNOHISTOQUÍMICA 

Para este análisis se eligieron 2 cortes coronales del mismo sector que para el ensayo histológico 

anterior, de los animales seleccionados para estudiar, siendo estos el control de 30 días y un 

animal tratado con STZ de 15, 30 y 60 días. Se utilizaron anticuerpos primarios anti-NeuN, para 

identificar neuronas, anti-GFAP para identificar astrocitos, anti-ChAT, para identificar neuronas 

y fibras colinérgicas, anti-caspasa 3 activada, para identificar células en apoptosis y anti-nNOS 

para identificar neuronas nitrérgicas. 

 

ANÁLISIS DE CORTES ENSAYADOS  

Los cortes ensayados para los distintos marcadores fueron observados en microscopio de luz 

donde se obtuvieron imágenes representativas de las marcas positivas a nivel de la corteza 

cerebral e hipocampo. También se seleccionaron cortes coronales de los distintos grupos 

experimentales para analizar en microscopio de fluorescencia para visualizar la presencia de la 

MCH-Rod en los tejidos de los animales estudiados, valorando si existen cambios entre los 

distintos tiempos de tratamiento y con el control en la presencia de marca fluorescente.  
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GRUPOS EXPERIMENTALES REALIZADOS  

 

Efectos de la STZ a los 15 días de su administración i.c.v (n=4) Administración de STZ (n=3) o 

vehículo (LCRa, n=1) y posterior evaluación a los 15 días. La secuencia experimental realizada 

fue: 

 

Efectos de la STZ a los 30 días de su administración i.c.v (n=4). Administración de STZ (n=3) o 

vehículo (n=1) y posterior evaluación a los 30 días. La secuencia experimental realizada fue: 

 

 

Efectos de la STZ a los 60 días de su administración i.c.v (n=4). Administración de STZ (n=3) o 

vehículo (n=1) y posterior evaluación a los 60 días. La secuencia experimental realizada fue: 
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RESULTADOS 

CONSIDERACIONES GENERALES 

Todas las técnicas realizadas desde la cirugía estereotáxica, la perfusión de los animales, 

procesamiento de tejidos y técnicas de inmunohistoquímica funcionaron adecuadamente según lo 

previsto. 

TEST COMPORTAMENTALES 

i. TEST NEUROLÓGICO SIMPLE 

En los animales de todos los grupos experimentales, previo al registro de la actividad locomotora, 

se registró si estaban presentes o ausentes los reflejos analizados y especificados en la 

metodología. Todos estuvieron presentes en la totalidad de los animales sin registrarse diferencias 

entre los animales controles y tratados con STZ. Esto está de acuerdo con los resultados del trabajo 

de Galeano y colaboradores (60) en el que utilizan un modelo transgénico de EA.  

ii. TEST DE ACTIVIDAD LOCOMOTORA 

 

Figura 1. Actividad locomotora horizontal y actividad exploratoria vertical (“rearings”) analizada en animales control 

y a los 15, 30 y 60 días luego de la microinyección con STZ. 

Las primeras 4 barras corresponden al número de cruces realizados por los animales en la caja de 

comportamiento en los 5 minutos evaluados. Las cuatro últimas barras corresponden al número 

de levantamientos verticales (“rearings”) realizados durante el mismo tiempo. Los resultados 

mostrados como control corresponden al promedio de la actividad de los tres animales controles, 

cada uno de ellos correspondiente a cada grupo experimental, mientras que los resultados de 15, 
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30 y 60 días corresponden al promedio de la actividad de los tres animales tratados.  Observamos 

que el número de cruces registrado por los animales en los tres grupos tratados con STZ es mayor 

que en el grupo control, donde se evidencia un gran desvío estándar.  El grupo de STZ 30 fue el 

que presentó una tendencia mayor al aumento de su actividad locomotora.  En el grupo de STZ 

15 también se observó un aumento del número de cruces con respecto al control, siendo que el 

grupo de STZ 60 la actividad locomotora disminuyó, observándose una tendencia a ser menor 

inclusive que el control. En cuanto a los levantamientos verticales (rearings), el grupo de STZ 30 

también fue en el que se registró un mayor número de rearings seguido del grupo de 15 días, 

luego el control (con gran mayor desvío estándar), encontrándose con menor número en el grupo 

de 60 días. No obstante en el trabajo de Mayer y colaboradores en el que compararon la actividad 

locomotora de animales controles y tratados con STZ icv no fue igual, los controles mostraron 

una secuencia de inspección más cuidadosa con mayor duración de la actividad observándose 

mayores periodos de inactividad en los animales tratados con STZ (62). 

TINCIÓN HISTOLÓLICA 

CON NISSL 

La técnica de tinción con 

Tionina fue positiva en todos 

los tejidos. En las figuras 2 y 3 

se muestran las fotos de cortes 

representativos de hipocampo 

y CA junto con DG 

respectivos, de los distintos 

grupos experimentales 

observándose una tinción de 

mayor intensidad en las 

neuronas piramidales del CA 

(flecha azul) y en las células 

granulosas del GD (flecha 

roja) sin registrarse diferencias 

cualitativas en el número de 

neuronas marcadas o la 

intensidad de la tinción al 

comparar entre controles y 

tratados. 
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En la figura 4 donde se 

muestran fotos de cortes 

representativos de corteza 

medial de los distintos grupos 

experimentales se observan las 

neuronas de las distintas capas 

de la corteza con diferentes 

grados de intensidad de tinción 

siendo mayor en las neuronas, 

piramidales de las capas 2 y 4 

que corresponden a la granular 

externa e interna 

respectivamente. No se 

observaron diferencias notorias 

cualitativas entre los distintos 

animales estudiados. Sería 

importante poder cuantificar el 

número de neuronas marcadas 

con esta tinción en las 

estructuras de interés, como el 

hipocampo y corteza, a fin de 

poder obtener datos del 

posible efecto de la STZ sobre 

el número de células viables. 

Así también, podría analizarse 

el espesor del cuerpo calloso y 

de la corteza entre los distintos 

grupos, pues existen 

evidencias de que la STZ 

podría inducir a una 

disminución de dicho espesor 

(63). 
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ENSAYOS INMUNOHISTOQUÍMICOS 

De modo general se destaca que en todos los ensayos de inmunohistoquímica se obtuvieron 

resultados positivos y que dichos marcadores estaban presentes en las estructuras subcelulares 

(núcleos, citoplasmas, fibras) correspondientes a las marcadas en ensayos anteriores realizados 

en el laboratorio y a lo estipulado en la hoja de datos de cada anticuerpo primario. En esta 

oportunidad, no se muestran los resultados obtenidos en los controles negativos correspondientes 

a cada uno de los ensayos inmunohistoquímicos, donde no se observó reacción positiva en 

ausencia del anticuerpo primario. 

i. INMUNOHISTOQUÍMICA 

PARA DETECCIÓN DE 

NeuN 

En la figura 5, se observan fotos 

correspondientes a cortes 

representativos que incluyen al 

cuerpo de Ammón (CA), giro 

dentado (GD) y corteza medial 

con inmunohistoquímica anti- 

NeuN para la detección de 

neuronas. Podemos observar que 

existen distintos fenotipos y 

tamaños de neuronas NeuN (+), 

algunas en las que la marca se 

observa con mayor intensidad en 

el sector perinuclear, marcando 

el citoplasma (flecha blanca) y 

otras a nivel nuclear (flecha 

azul). No se evidencian de forma 

cualitativa diferencias en la 

marca entre los cortes 

correspondientes al animal 

control y los animales tratados, 

por lo que en un análisis posterior con mayor número de animales que nos permita 

cuantificar diferencias en el número de neuronas en las diferentes estructuras estudiadas 

esperamos encontrar una disminución neuronal como consecuencia del proceso de 

neurodegeneración como se observó en trabajos previos (45,46), y poder cuantificar si se 
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evidencia una mayor disminución, cuanto mayor sea el tiempo post microinyección de 

STZ como se registró en el trabajo de Rostami (48). 

ii. INMUNOHISTOQUÍMICA PARA DETECCIÓN DE GFAP 

En la figura 6 se observan 

fotos obtenidas de cortes 

representativos de CA, GD 

y corteza medial con 

inmunohistoquímica anti- 

GFAP para la detección de 

astrocitos en las distintas 

estructuras ensayadas.  De 

forma general y cualitativa, 

se observa una mayor 

densidad de astrocitos 

presentes en el GD en todos 

los cortes como se demostró 

en el trabajo de Rostami 

(48). Sin embargo, no se 

observaron diferencias 

cualitativas notorias al 

comparar la presencia de 

astrocitos y su cantidad 

(indicado con flecha azul) 

entre los diferentes grupos 

experimentales en ninguno 

de los tejidos ensayados. 

Estudios realizados 

evidenciaron un aumento en el número de astrocitos en el hipocampo el cual no estuvo vinculado 

al tiempo esperado luego de la microinyección sino a la dosis de STZ utilizada observándose a 

mayores dosis, mayor astrogliosis (48), evidencia que nos gustaría poder verificar en nuestro 

modelo de EA en un análisis posterior de carácter cuantitativo. 

iii. INMUNOHISTOQUÍMICA PARA DETECCIÓN DE ChAT 

En la figura 7 se observan las fotos obtenidas de cortes representativos de CA, GD y corteza 

medial con inmunohistoquímica anti-ChAT para la detección de neuronas y fibras colinérgicas. 
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Se destacan diferencias cualitativas entre la cantidad de fibras colinérgicas (señaladas con flecha 

roja) presentes en el hipocampo de los tejidos analizados de los animales controles contra los de 

los animales tratados con STZ de 15 días. Dicha diferencia en la densidad de fibras colinérgicas 

también la observamos en los cortes de corteza presentando el animal control mayor densidad de 

fibras que los tejidos de los animales de los grupos STZ 15, 30 y 60 días, acercándonos de forma 

cualitativa a los resultados encontrados en la bibliografía en los que evidencian una disminución 

de fibras y neuronas colinérgicas (13,49,50), lo cual puede ser consecuencia de una disminución 

del ARN mensajero de la ChAT (48).  Así también, a nivel de la corteza se visualiza la presencia 

de neuronas colinérgicas marcadas con el anticuerpo anti-ChAt (señaladas con flecha azul) sin 

identificarse diferencias morfológicas en estas, entre los tejidos correspondientes a los diferentes 

grupos experimentales.  
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iv. INMUNOHISTOQUÍMICA PARA DETECCIÓN DE nNOS 

En la figura 8 se observan las fotos correspondientes a los cortes representativos de CA, GD y 

corteza medial con inmunohistoquímica anti-nNOS para la detección de neuronas nitrérgicas 

(señaladas con flecha roja). Dichas neuronas marcadas presentaron una distribución relativamente 

homogénea en las estructuras analizadas de los distintos grupos y no pudieron ponerse en 

evidencia diferencias cualitativas en el número o morfología de dichas neuronas como se obtuvo 

en estudio de cerebros post-mortem de pacientes con EA en los que se observó una disminución 

del número de neuronas nitrérgicas en el hipocampo y un aumento a nivel de la corteza frontal. 

(53). 
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v. INMUNOHISTOQUÍMICA PARA DETECCIÓN DE CASPASA 3 ACTIVADA 

En la figura 9 se observan fotos obtenidas de cortes representativos de CA, GD y corteza medial 

con inmunohistoquímica anti-caspasa 3-activada para la detección de células en proceso de 

apoptosis celular (señalada con flecha azul) en todos los tejidos estudiados. Se observa un 

aumento en la densidad e intensidad de la marca tanto en hipocampo como en corteza de los 

tejidos correspondientes a los grupos de STZ 15 y 30 días en relación al control. Mientras que en 

los tejidos pertenecientes al grupo STZ 60 días se visualiza una disminución en la densidad e 

intensidad de la marca observándose una menor intensidad de la marca positiva que en los tejidos 

control. En otros modelos de EA distintos al utilizado en nuestro trabajo, se observó un aumento 

del número de células en apoptosis como consecuencia del proceso de neurodegeneración en la 

EA (64). 
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MARCAJE MCH-Rod (+) 

En la figura 10 se observan 

las fotos obtenidas de los 

cortes representativos de 

hipocampo de cada grupo 

experimental donde se pudo 

evidenciar la presencia de 

marcas MCH-Rod (+). Se 

observan varias neuronas 

MCH-Rod (+) (señaladas con 

flecha blanca) en los tejidos 

estudiados. Los tejidos de los 

tres animales controles 

correspondientes a 15, 30 y 

60 días presentaron una 

mayor densidad de neuronas 

MCH-Rod (+) con respecto al 

tejido del animal tratado 

correspondiente. Entre los 

tejidos de los animales 

tratados con STZ, se visualiza 

de forma cualitativa un 

aumento creciente de la densidad de neuronas MCH-Rod (+) entre los tejidos de 15 a 60 días. No 

existen muchas  evidencias científicas que vinculen a la EA con la inervación MCHérgica del 

hipocampo, por lo que nos interesa para trabajos posteriores realizar un estudio cuantitativo que 

permita verificar la tendencia observada, con el objetivo de valorar qué relación existe entre la 

MCH y la EA, pensando en la posibilidad de plantearse a este neuropéptido capaz de mejorar la 

capacidad cognitiva de esta enfermedad neurodegenerativa investigando sobre esta función de la 

MCH en el aprendizaje y memoria encontrada en ratones con deleción del gen MCH-R1 (36). 
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS  

TESTS COMPORTAMENTALES 

El test neurológico simple realizado no puso en evidencia la presencia de alternaciones en la 

actividad refleja entre los animales controles y los tratados con STZ. Si bien se observan algunas 

diferencias en la actividad locomotora de los animales de los distintos grupos experimentales, el 

número de animales ensayados en este estudio experimental no fue suficiente para realizar un 

análisis estadístico que nos permitiera correlacionar la actividad locomotora del animal con algún 

déficit cognitivo producido por la STZ. Por dicha razón, se debería aumentar el número de 

animales para poder confirmar la tendencia observada, y consideramos que podría ser una 

importante herramienta para próximos experimentos realizar la filmación del test para disminuir 

el error del experimentador al cuantificar las variables registradas, lo cual se realizó de forma 

presencial.  

 

TINCIÓN HISTÓLOGICA CON NISSL 

Del análisis cualitativo de los cortes marcados con tionina y de las fotos obtenidas, no se 

observaron diferencias cualitativas significativas entre las estructuras analizadas.  

 

ENSAYOS DE INMUNOHISTOQUÍMICA 

La observación cualitativa de los tejidos de animales tratados y controles no arrojó diferencias en 

los ensayos de inmunohistoquímica para la identificación de NeuN, GFAP y nNOS. En cambio, 

con ChAT se observó un menor número de fibras colinérgicas en los tratados que controles. Las 

marcas (+) para caspasa-3 fueron más intensas en los controles que los tratados.  

 

MARCAJE MCH-Rod (+) 

De forma cualitativa, se observó que el número de neuronas MCH-Rod (+) fue menor en los 

hipocampos provenientes de los tres grupos tratados comparados con sus respectivos controles. 

Esta observación sugeriría que el tratamiento con STZ estaría induciendo a una disminución en 

el número de neuronas que son MCH-receptivas presentes en dichos tejidos, evidenciado por la 

internalización del conjugado MCH con rodamina. Dentro de los grupos tratados con STZ, se 

observó que, a pesar de esa disminución en el número de neuronas MCH-Rod (+), el grupo de 

STZ 60 presentó el mayor número de estas neuronas cuando comparadas con STZ15 y 30. Esta 

observación podría deberse a que, a los 60 días, ya la STZ no produce sus efectos induciendo 

neurodegeneración o que así fuere, las neuronas MCH-receptivas no son su blanco de acción. 
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Tanto con los ensayos histológicos y de inmunohistoquímica sería necesario realizar una 

valoración cuantitativa de los cambios morfológicos observados en los tejidos analizados, que 

nos permita un análisis estadístico de los resultados obtenidos para lo cual deberíamos elegir 

cortes de todos los animales, sacarles fotos y luego elegir determinadas áreas para ser 

cuantificadas con un programa específico para ello como el ImageJ. Así también, sería 

imprescindible aumentar el número de animales estudiados en todos los grupos, principalmente 

los controles. Debido al poco tiempo y recursos disponibles no fue posible en una primera 

aproximación a la investigación científica, realizar experimentos con un mayor número de 

animales ni realizar los análisis cuantitativos de los distintos ensayos. 
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