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El objetivo de este trabajo fue evidenciar, utilizando distintos marcadores, las modificaciones
morfoldgicas producidas en el cerebro de ratas en un modelo preclinico de enfermedad de
Alzheimer (EA). Se realizé la microinyeccion 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 accion beneficiosa para la memoria. Se evaluaron algunos
parametros comportamentales y morfoldgicos a los 15, 30 y 60 dias posteriores a la STZ, con sus
respectivos controles. Posteriormente, se practicd un test comportamental de reflejos basicos, se
registro la actividad locomotora, se realizo la perfusion intracardiaca de los animales para disecar
el cerebro, crioprotegerlo y congelarlo. Los cortes coronales obtenidos en cridstato del hipocampo
y corteza se ensayaron con la tincién de Nissl e inmunohistoquimica 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 observacion cualitativa
de los tejidos de animales tratados y controles no arrojo diferencias en los ensayos con la tincion
de Nissl ni para la identificacion de NeuN, GFAP y nNOS. En cambio, con MCH-Rod se observé
un mayor nimero de marcas (+) en los tratados que en controles y con ChAT se observaron menor
namero de fibras colinérgicas en los tratados que controles. Las marcas (+) para caspasa-3 fueron
mas intensas en los controles que los tratados. Concluimos que, incrementando el nimero de
animales ensayados, este modelo de EA en ratas seria una herramienta experimental 6ptima para
el estudio de modificaciones morfoldgicas que ocurren en el cerebro y poder extrapolarlas a lo

gue ocurre en los pacientes con EA.

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

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



La OMS define a la demencia como “sindrome —generalmente de naturaleza crénica o progresiva—
caracterizado por el deterioro de la funcidn cognitiva mas alla de lo que podria considerarse una
consecuencia del envejecimiento normal. La demencia afecta a la memoria, el pensamiento, la
orientacioén, la comprension, el calculo, la capacidad de aprendizaje, el lenguaje y el juicio. La
conciencia no se ve afectada. El deterioro de la funcidn cognitiva suele ir acompafiado, y en
ocasiones es precedido, por el deterioro del control emocional, el comportamiento social o la

motivacion” (1).

DATOS EPIDEMIOLOGICOS

En el mundo hay unos 47 millones de personas que padecen demencia, y cada afio se registran
cerca de 10 millones de nuevos casos (1). La enfermedad de Alzheimer (EA) es la forma mas
comun de demencia y se calcula que representa entre un 60% y un 70% de los casos.
Aproximadamente 10% de las personas mayores de 70 afios tienen una pérdida de memoria
significativa y en mas de la mitad de los casos la causa es la EA (2). Para el 2011 se estimaba que

en Uruguay existirian mas de 30.000 dementes, con 5000 casos nuevos en ese afio (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 esporadico de comienzo tardio

(4).

CARACTERISTICAS FISIOPATOLOGICAS

Las lesiones fisiopatoldgicas de cerebros post-mortem en pacientes con EA se caracterizan por
una acumulacién anormal del péptido B-amiloide, presente en las placas seniles extracelulares y
de la proteina Tau truncada e hiperfosforilada presente en los ovillos neurofibrilares
intracelulares, por pérdida de neuronas colinérgicas y por la presencia de microglia activada,
especificamente en determinadas estructuras del sistema nervioso central (SNC) (5). Se observa
a su vez una disminucion en la cantidad de neuronas piramidales en distintas zonas del cerebro,
como las capas Il, 111 'y V de la neocorteza, la region CAL del hipocampo y el subiculum (6,7).
Se han elaborado distintas hipdtesis al respecto de la etiologia de esta enfermedad. Una de ellas,
la “hipdtesis de la cascada de amiloide” establece que el péptido f amiloide inicia la cascada de

eventos que induce una neuroinflamacion, dafio vascular, neurodegeneracion y pérdida de



memoria (8). Esto posiciona al péptido p amiloide como el iniciador patoldgico de la EA, tanto
familiar como esporadica, pero actualmente existen evidencias que no apoyan esta hipotesis,
sosteniendo que el péptido B amiloide no es suficiente para iniciar la patogénesis en la EA
esporadica (9). Otra hipoétesis establece que la formacion de ovillos neurofibrilares precede a los
depositos de B amiloide (10). Por otro lado se piensa que las modificaciones patoldgicas de la
proteina tau son consecuencias de la presencia de depdsitos de g amiloide, siendo la primera gran
responsable de la patogenia de la enfermedad, existiendo ademas un feedback positivo entre
ambos fendmenos (11). Se postulan tres mecanismos amiloide-independientes, verificados
experimentalmente, cada uno de los cuales contribuye sustancialmente a la etiologia de la EA: 1)
pérdida de integridad del ADN, 2) regulacion defectuosa del ciclo celular y 3) regresion de la
mielinizacion (12). Por su parte, la “hipotesis colinérgica” se establecio 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 hip6tesis planteadas y el gran
volumen de investigaciones realizadas, y publicadas en la literatura, aiin 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.

TRATAMIENTOS DE LA EA

El tratamiento farmacoldgico que se utiliza actualmente en la EA esta basado en torno a la
hipGtesis colinérgica descrita anteriormente. La enzima acetilcolinesterasa (AChE) es la enzima
que cataliza la hidrolisis de la ACh a colina y acido acético luego de ser liberada a la hendidura
sinaptica. De esta forma, la ACh deja de producir sus efectos sindpticos en sus neuronas blanco
(14-16) . Esta enzima se encuentra en diversos tejidos, como nervios y musculo, fibras sensitivas
y motoras, asi como en las membranas de los glébulos rojos (14). La inactivacion de la AChE
produce un aumento en los niveles y en la duracién del efecto de la ACh, generando una
hiperestimulacion de receptores nicotinicos y muscarinicos (16). Por esta razon, los inhibidores
de la AChE son las principales drogas usadas actualmente, como el donepezilo, la rivastigmina y
la galantamina (3,14). Otro farmaco utilizado en etapas mas 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 afios se han realizaron multiples trabajos para intentar explicar y tratar la EA. A
principio de los afios 90, aparecieron los primeros modelos animales con ratones transgénicos con

el proposito de reproducir las caracteristicas de esta patologia.



Los modelos de ratones transgénicos permitieron dilucidar la via de sintesis y secrecion del APP
y la produccién del péptido B amiloide (17). Ademés aportaron evidencia sobre el rol
fisiopatologico de la APP, los fragmentos de la APP y la alfa-secretasa en procesos como la
neurogénesis (18,19) y el mecanismo de consolidacion de la memoria (20). Hsiao utiliz6 ratones
transgénicos que sobre-expresan la APP mostrando un depdsito progresivo del p 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 diagndésticos, dejando un 95% de Alzheimer de
tipo esporadico (SAD) (21-24). Se concluyd que la teoria de la cascada del B amiloide se
correlaciona con un bajo nimero de casos clinicos, los conocidos FADs causados por mutaciones
en genes especificos que se heredan de forma autosémica dominante y sus manifestaciones
aparecen a edades mas 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 observé que la insulina cumplia un rol
en los niveles de B amiloide y en la hiperfosforilacion de la proteina tau (26,27). La creciente
evidencia apuntd 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
especifica de la EA y los eventos que precipitan su desarrollo, que los estadios iniciales son
irreconocibles clinica o experimentalmente y que el estudio puede ser realizado solamente en
cerebros post-mortem, surgié la necesidad de idear un modelo de estudio con animales de

experimentacion para proveer nueva informacion sobre el proceso neurodegenerativo.

En esa linea, se demostrd que la inyeccidn de la estreptozotocina (STZ) a nivel sistémico causaba
destruccion de la produccion y secrecion de la insulina en las células B del pancreas causando una
diabetes mellitus de tipo 1 (DM1). Mientras que dosis menores producian una insulino-resistencia
por afectar el receptor de insulina a nivel periférico (28). Se observé que la STZ por via
intracerebroventricular (icv), inducia 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 postuld entonces un modelo no transgénico en base a la inyeccién icv de STZ (31). Estudios
del grupo de Salkovik-Petrisic arrojaron que la STZ icv inducia 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 bioquimicos y cambios
morfoldgicos. A nivel bioquimico se observo una disminucion en el uso de la glucosa a nivel

cerebral, disminucion de la transmision colinérgica y aumento de los marcadores de estrés



oxidativo. Se ha utilizado a la inmunohistoquimica como método para identificar y medir
marcadores especificos tanto de dafio como de patrones de expresion de la enfermedad. En lo que
concierne a la via colinérgica, se observo que los animales con STZ expresaban un aumento
significativo en la expresion 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 morfoldgicos, se observo dafio neuronal, disminucién del volumen de neuronas en el
hipocampo con astrogliosis e inflamacién neuronal (34). Los animales con STZ icv respecto a los
controles, mostraron un aumento significativo de los depositos de B-amiloide en maltiples areas
cerebrales, como la corteza entorrinal, ganglios basales, hipocampo y neocorteza (32,33). De igual
manera, se pudo observar un aumento en la proteina tau fosforilada en la necorteza y los ganglios
basales. Desde el punto de vista comportamental, mediante el uso del laberinto acuatico 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 inyeccion,
comparados con los controles (32). A pesar de que se mostraron evidencias de modificaciones
en los marcadores de dafio, no fue posible encontrar un elemento que los vincule y desencadene
el proceso del deposito de B-amiloide e hiperfosforilacion de la proteina 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 esporadico, con caracteristicas tanto
anatomopatoldgicas como clinicas extrapolables. Ademas, provee un buen modelo animal con
estandares especificos y reproducibles que puede ser utilizado para probar farmacos y otros
blancos terapéuticos. Este modelo se impuso sobre los modelos transgénicos que requieren
manipulacién 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
area incerto-hipotalamica que envian extensas proyecciones a muchas areas del cerebro incluido
el hipotalamo, el hipocampo, estructuras del tronco encefélico, la amigdala, el nicleo accumbens
y la corteza (35-38). La funcidn bioldgica de la MCH es mediada por dos receptores conocidos
como MCH-R1 y MCH-R2 (39-41). En mamiferos, funciona como un neurotransmisor y
neuromodulador (35,42) abarcando complejos comportamientos, entre ellos el control del ciclo
vigilia-suefio hasta su participacion en los procesos de consolidacion de la memoria (37,38). A su
vez en un estudio con ratones con delecién 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 modulacion de la cognicién (36). Fue observado que los niveles de MCH en el liquido



cefalorraquideo (LCR) estan elevados en pacientes con EA en comparacion con pacientes sanos,
y a su vez se encontrd una correlacion entre los niveles de las proteinas T-tau y P-tau y la severidad
de los sintomas de la enfermedad. Por lo tanto, la regulacion de la MCH en la EA estaria alterada,
generando una hipersecrecion, a causa de una reduccion en la disponibilidad de su receptor que
se encuentra en hipocampo y corteza, lugares de mayor alteracion en EA. Apoyando estas
evidencias, los ratones deficientes en el receptor MCH-R1 tuvieron un mal desempefio cognitivo
(43).

UTILIZACION DE MARCADORES PARA EVIDENCIAR CAMBIOS
MORFOLOGICOS EN MODELOS DE EA
i.  MARCADOR NEURONAL: PROTEINA NeuN

NeuN es una proteina asociada con el ADN y su inmunorreactividad se ha utilizado como un
marcador para identificar neuronas maduras post-mitéticas, tanto in vivo, como in vitro (44,45).
Se ha demostrado en animales de experimentacion que la utilizacién de NeuN como marcador
puede ser Util para la evaluacion cuantitativa o semicuantitativa de la pérdida de células

neuronales en enfermedades neurodegenerativas (45,46).

i. MARCADOR GLIAL: PROTEINA GFAP (PROTEINA GLIOFIBRILAR
ACIDA)

Diversos estudios en cerebros post-mortem de pacientes con EA han observado que la generacién
del péptido B-amiloide induce una astrogliosis reactiva (47). Por otra parte, en modelos
preclinicos de EA en los cuales se utilizd6 STZ icv se observd un aumento en el nimero de

astrocitos principalmente en el hipocampo (48).

ii. MARCADOR COLINERGICO: ENZIMA COLINA ACETILTRANSFERASA
(ChAt)

La disminucién en los niveles de la enzima ChAt, se correlaciona con el deterioro cognitivo
descrito en la EA (13,49,50). En diversos estudios pre-clinicos (32,48), los niveles de ACh se

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

iv. ~ MARCADOR DE NEURONAS NITRERGICAS: ENZIMA nNOS

El 6xido nitrico (NO) es un mensajero molecular gaseoso cuyas funciones dependen de la

presencia de su enzima de sintesis neuronal, la nNOS y aumentos en su cantidad, parecerian tener



un efecto deletéreo generando excitacién sobre los receptores NMDA de glutamato lo que causa
una degeneracion neuronal. En estudios previos, mediante inmunohistoquimica se observé un
aumento en la cantidad de neuronas nNOS (+) en hipocampo y una disminucion en la corteza
frontal en pacientes con EA, comparadas dichas &reas 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 maltiples
procesos bioldgicos, entre ellos la patogenia de la neurodegeneracién (54). El efector central en
la apoptosis son las caspasas, unas regulan la activacién o son iniciadoras de otras caspasas
(caspasas 1, 2, 4, 5, 8,9, y 10), mientras que otras regulan la fase de ejecucion (caspasas 3, 6,7, y
14) (55,56), siendo la deteccion de su presencia en tejidos un marcador especifico de apoptosis
(56).

vii.  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 fluor6foro, 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, especificamente

actuando a nivel del hipocampo y favoreciendo los procesos mnémicos.

HIPOTESIS DE TRABAJO

Basandonos en la informacion disponible, asi como en estudios realizados previamente, nuestra
hipétesis de trabajo fue que utilizando el modelo pre-clinico de EA de administracion icv de STZ
en ratas y utilizando a la MCH-Rod, pondriamos en evidencia, tanto modificaciones morfoldgicas
generadas a consecuencia de la STZ en éreas relacionadas a la memoria, asi como la participacion

de la MCH en estas modificaciones.



OBJETIVO GENERAL
Implementar un modelo preclinico de EA en ratas para el estudio de las modificaciones
morfoldgicas cerebrales asociadas utilizando distintos marcadores especificos.

OBJETIVO ESPECIFICO 1
Desarrollar destrezas de laboratorio, de investigacion cientifica experimental y anélisis de

resultados.

OBJETIVO ESPECIFICO 2
Estudiar las modificaciones morfoldgicas desarrolladas luego de distintos tiempos de la
administracion icv de STZ en la corteza cerebral e hipocampo de la rata utilizando marcadores

especificos y a la MCH-Rod.



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 Etica de la Facultad de Medicina (CEUA,;
expediente 070153-000011-17).

DROGAS

La estreptozotocina (STZ, Sigma-Aldrich) se disolvié en LCRa y se administrd por via icv a la
dosis de 3 mg/kg por rata (bilateral, 5ul/lado), el dia 1y el dia 3 de la secuencia experimental. La
MCH-Rod (Phoenix Pharmaceuticals) se disolvié en DMSO y agua destilada y se administré a
una dosis de 1,2ug/ul icv de forma unilateral, 20 minutos antes de realizar la perfusién intra-

cardiaca de los animales en los distintos grupos experimentales.

GRUPOS EXPERIMENTALES

Se trabaj6 con tres grupos experimentales, los cuales se trataron con STZ icv bilateral el dia uno
y tres de la secuencia experimental y ademas se les administro6 MCH-Rod icv unilateral el dia de
la perfusion. Se realizaron los test comportamentales y se procesaron los tejidos luego de 15, 30
y 60 dias de la administracion de STZ: STZ 15, STZ 30y STZ 60, respectivamente. En cada uno
de estos grupos (n=4 c/u), el control recibié LCRa, y el resto la STZ icv. Posteriormente se detalla

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

CIRUGIA ESTEREOTAXICA Y ADMINISTRACION
INTRACEREBROVENTRICULAR

Los animales se anestesiaron (ketamina 90 mg/kg y xilazina 5 mg/kg i.p.) y se les realizo la cirugia
estereotaxica inyectdndose por via 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 antibi6ticos y analgésicos locales y sistémicos (Amoxicilina,
clorafenicol y ketoprofeno).

Administracion aguda icv bilateral de STZ: El dia 1, se microinyect6 la STZ, o LCRa en ambos
ventriculos laterales a un flujo de 0.1 pl/min y se repitio este procedimiento el dia 3, a partir del

cual se contabilizaron los 15, 30 y 60 dias segun el grupo experimental.
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Administracion aguda icv unilateral de MCH-Rod: El dia posterior a la realizacion de los
ensayos comportamentales se realizé la microinyeccion de MCH-Rod en el ventriculo lateral
izquierdo y 20 minutos después, los animales fueron perfundidos.

ENSAYOS COMPORTAMENTALES

Dependiendo del grupo experimental, a los 15, 30 y 60 dias desde el dia 3 de la microinyeccion
de STZ o su vehiculo y se realizaron dos test comportamentales: el test neurolédgico simple y el
test de actividad locomotora, con el objetivo de poder valorar algun tipo de déficit cognitivo
observando la actividad refleja o disminucién en la actividad locomotora de los animales tratados
con STZ frente a los controles. El test neuroldgico simple, consistié en la realizacion de una
bateria de test reflejos neuroldgicos para evaluar la performance sensorial de los animales:
respuesta de enderezamiento, de parpadeo, respuesta auditiva, de retirada de pata y de orientacién
espacial. Las respuestas se evaluaron durante 5 min como presentes o ausentes (59,60). En el test
de actividad locomotora se coloc6 al animal en una caja delas habituales del bioterio y se evalud
la actividad locomotora del animal, contabilizando el nUmero 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).

PERFUSION INTRACARDIACA DE LOS ANIMALES

Luego de los 20 minutos de haber realizado la microinyeccion de MCH-Rod en los distintos
grupos experimentales los animales fueron perfundidos intracardiacamente bajo campana con
NaCl al 0,9% y paraformaldehido (PFA) al 4%. De esta forma se fijaron los tejidos para su
posterior procesamiento. Se disecé el encéfalo que permanecio en PFA (fijacion por inmersion
durante 24 horas). Las carcasas de los animales fueron depositadas en un freezer del Bioterio para

su posterior descarte.

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

48hs para su crioproteccion previamente al congelado.

CONGELAMIENTO DE LOS TEJIDOS Y CORTE EN CRIOSTATO
Se congelaron los tejidos en bloques con una sustancia especifica para el montaje para
congelacion (“tissue-tek’) en hielo seco y se almacenaron en freezer a -80 °C. Los cerebros fueron

cortados en cridstato a congelacion para realizar el almacenamiento posterior a 20°C en solucion
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anticongelante (Solucion de Olmos) de los cortes coronales de 30 um obtenidos a nivel de la
corteza cerebral, hipocampo, nlcleo accumbens y amigdala, entre otras estructuras (58).

ENSAYOS HISTOLOGICOS

Para este analisis se eligieron 8 cortes coronales de cada animal conteniendo el hipocampo,
corteza cerebral y otras estructuras de interés. Se realizo la tincion de los tejidos con la tincion
histoldgica Tionina que marca los cuerpos de Nissl de las neuronas y posteriormente se
visualizaron los tejidos en microscopio Optico y se obtuvieron imagenes en una lupa

estereoscapica.

ENSAYOS DE INMUNOHISTOQUIMICA

Para este analisis se eligieron 2 cortes coronales del mismo sector que para el ensayo histoldgico
anterior, de los animales seleccionados para estudiar, siendo estos el control de 30 dias y un
animal tratado con STZ de 15, 30 y 60 dias. 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.

ANALISIS DE CORTES ENSAYADOS

Los cortes ensayados para los distintos marcadores fueron observados en microscopio de luz
donde se obtuvieron imagenes 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 dias de su administracion i.c.v (n=4) Administracién de STZ (n=3) o
vehiculo (LCRa, n=1) y posterior evaluacion a los 15 dias. La secuencia experimental realizada

fue:

Dia 1 3 17 18

SiZe - Acminisiracion Procesamiento Ensayos de 1HQ
vehicudo i.c.v comoertamentales De MCH-Rod de los t=jidos
bilatera i.cv unilateral {Crioprot=ccion,
¥ periusion corte en oriestato)

Efectos de la STZ a los 30 dias de su administracion i.c.v (n=4). Administracion de STZ (n=3) o
vehiculo (n=1) y posterior evaluacion a los 30 dias. La secuencia experimental realizada fue:

Dia 1 3 32 33

5TtZo Ensayos Administracién Procesamiento Ensayos de IHQ
vehiculo Lev comportamentales De MCH-Rod de los tejidos
————— ic.v unilateral (Crioproteccidn,

bilateral

y perfusién corte en criostato)

Efectos de la STZ a los 60 dias de su administracion i.c.v (n=4). Administracion de STZ (n=3) o
vehiculo (n=1) y posterior evaluacion a los 60 dias. La secuencia experimental realizada fue:

Dia 1 3 62 63
S sEE—
Ensayos | <
‘ STZo oy Adm inistr 3cion Procesamiento Ensayos de IHO
vehiculo Lew comportamentales De MCH-Rod de los tejidos
bilatersl L.c.v unilateral {Cricproteccidn
¥ parfusion corte en oriostato)
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CONSIDERACIONES GENERALES
Todas las técnicas realizadas desde la cirugia estereotaxica, la perfusion de los animales,
procesamiento de tejidos y técnicas de inmunohistoquimica funcionaron adecuadamente segun lo

previsto.
TEST COMPORTAMENTALES
i. TEST NEUROLOGICO SIMPLE

En los animales de todos los grupos experimentales, previo al registro de la actividad locomotora,
se registrO si estaban presentes o ausentes los reflejos analizados y especificados en la
metodologia. Todos estuvieron presentes en la totalidad de los animales sin registrarse diferencias
entre los animales controles y tratados con STZ. Esto esta de acuerdo con los resultados del trabajo

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

li. TEST DE ACTIVIDAD LOCOMOTORA

Cruces Rearings
204" ' '
2 15-
5
= 104
5-
D.

S eSS e

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

y alos 15, 30 y 60 dias luego de la microinyeccién con STZ.

Las primeras 4 barras corresponden al nimero de cruces realizados por los animales en la caja de
comportamiento en los 5 minutos evaluados. Las cuatro Gltimas barras corresponden al nimero
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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30y 60 dias corresponden al promedio de la actividad de los tres animales tratados. Observamos
que el nimero 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 desvio estandar. El grupo de STZ 30 fue el
que presentd una tendencia mayor al aumento de su actividad locomotora. En el grupo de STZ
15 también se observo un aumento del nimero de cruces con respecto al control, siendo que el
grupo de STZ 60 la actividad locomotora disminuy0, observandose 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 gque se registré un mayor nimero de rearings seguido del grupo de 15 dias,
luego el control (con gran mayor desvio estandar), encontrandose con menor nimero en el grupo
de 60 dias. 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 inspeccion mas cuidadosa con mayor duracion de la actividad observandose

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

TINCION HISTOLOLICA
CON NISSL

La técnica de tincién con

A

Tionina fue positiva en todos
los tejidos. En las figuras 2y 3

se muestran las fotos de cortes

CON 15
representativos de hipocampo

y CA junto con DG
respectivos, de los distintos

grupos experimentales

N\
/I

“\

observandose una tincion de
CON 30 STZ 30 mayor intensidad en las
c 7 C’ neuronas piramidales del CA

S o~ (flecha azul) y en las células

\ / \ granulosas del GD (flecha
/\ T e roja) sin registrarse diferencias

- O e’ cualitativas en el nimero de

CON 60 STZ 60 ~ Neuronas marcadas o la
intensidad de la tincion al

Figura 2. Fotos representativas de cortes de hipocampo de animales de cada grupo
experimental con tincion Nissl. Hipocampo control de 15 dias (A) y tratado con STZ 15 dias (A").
Hipocampo de control de 30 dias (B) y tratado con STZ 30 dias (B ). Hipocampo de control de comparar entre controles Yy
60 dias (C) y tratado con STZ de 60 dias (C"). Barra de calibracion de 200pum.

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 tincion
siendo mayor en las neuronas,
piramidales de las capas 2 y 4
gue corresponden a la granular
externa e interna
respectivamente. No se
observaron diferencias notorias
cualitativas entre los distintos

animales estudiados. Seria
importante poder cuantificar el
namero de neuronas marcadas
con esta tinciébn en las
estructuras de interés, como el
hipocampo y corteza, a fin de
del

posible efecto de la STZ sobre

poder obtener datos
el nimero de células viables.
Asi también, podria analizarse
el espesor del cuerpo calloso y
de la corteza entre los distintos
grupos, pues existen
evidencias de que la STZ
podria  inducir a una
disminucién de dicho espesor

(63).
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Figura 3. Fotos representativas del cuerpo de Amon (CA) y giro dentado (GD) de los
hipocampos de animales de cada grupo experimental con tincién Nissl. CA de animal control de
15 dias (A) y tratados con STZ 15 dias (A”). GD de animal control de 15 dias (B) y tratado con
STZ 15 dias (B"). CA de animal control de 30 dias (C) y tratados con STZ 30 dias (C"). GD de
animal control de 30 dias (D) y tratados con STZ 30 dias (D *). CA de animal control de 60 dias
(E) y tratados con STZ de 60 dias (E ). GD de animal control de 60 dias (F) y tratados con STZ
60 dias. (F"). La flecha azul indica neuronas piramidales y la flecha roja células granulosas.
Barra de calibracion de 200pum.

Tar
M A 43.}\

B B’

STZ 30
&

-
STZ 60 —

Figura 4. Fotos representativas de cortes de corteza medial de cada grupo experimental con
tincion Nissl. Corteza medial de animal control de 15 dias (A) y tratado con STZ de 15 dias (A”).
Corteza medial de animal control de 30 dias (B) y tratado con STZ de 30 dias (B "). Corteza
medial de animal control de 60 dias (C) y tratado con STZ de 60 dias (C"). Barra de calibracion
de 200pm.



ENSAYOS INMUNOHISTOQUIMICOS

De modo general se destaca que en todos los ensayos de inmunohistoquimica se obtuvieron
resultados positivos y que dichos marcadores estaban presentes en las estructuras subcelulares
(nucleos, 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 inmunohistoquimicos, donde no se observd reaccion positiva en

ausencia del anticuerpo primario.

i. INMUNOHISTOQUIMICA

PARA DETECCION DE
NeuN

En la figura 5, se observan fotos
correspondientes a  cortes
representativos que incluyen al

cuerpo de Ammén (CA), giro

dentado (GD) y corteza medial

con inmunohistoquimica anti-

NeuN para la deteccion de

neuronas. Podemos observar que

existen distintos fenotipos y

tamafios 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

Fgura 5. mmammmawycmmwpm H 1 H H

detectar NeuN por Inmunohistoguimica (deteccion de neuronas). CA de amimal control (A), cualitativa  diferencias en la
lmzdoconmdelsdas(a),mde!oﬁas(c)ymdewt)a(o) GD de andmal controd

{A’), tratado con STZ de 15 dias (8°), STZ de 30 dias (C') y STZ de 60 dias (D). Corteza marca entre los cortes

medial de animal control (A" '), tratado con STZ de 15das (B '), STZde 30 dias (C” )y STZ

") La flocha blanc . P azul la marca . .
—— v 3 (a3 g pariuleat, sz comesponde 3 correspondientes  al  animal

control y los animales tratados,
por lo que en un andlisis posterior con mayor nimero de animales que nos permita
cuantificar diferencias en el nimero de neuronas en las diferentes estructuras estudiadas
esperamos encontrar una disminucion neuronal como consecuencia del proceso de

neurodegeneracioén como se observo en trabajos previos (45,46), y poder cuantificar si se
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evidencia una mayor disminucion, cuanto mayor sea el tiempo post microinyeccion de

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

ii. INMUNOHISTOQUIMICA PARA DETECCION DE GFAP

Figura 6. Fotos representativas de CA, GD y Corteza medial con inmunohistoquimica anti GFAP
para la deteccion de astrocitos. CA de animal control (A), tratado con STZ de 15 dias (B), STZ
de 30 dias (C) y STZ de 60 dias (D). GD de animal control (A "), tratado con STZ de 15 dias
(B"), STZ de 30 dias (C") y STZ de 60 dias (D ). Corteza medial de animal control (A" "),
tratado con STZ de 15 dias (B” "), STZ de 30 dias (C" ") y STZ de 60 dias (D" ). Las flechas
azules indican astrocitos.

En la figura 6 se observan
fotos obtenidas de cortes
representativos de CA, GD
y corteza medial con
inmunohistoquimica anti-
GFAP para la deteccion 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 demostrd
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 nimero de astrocitos en el hipocampo el cual no estuvo vinculado

al tiempo esperado luego de la microinyeccion sino a la dosis de STZ utilizada observandose a

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

modelo de EA en un analisis posterior de caracter cuantitativo.

iii.  INMUNOHISTOQUIMICA PARA DETECCION DE ChAT

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

medial con inmunohistoquimica anti-ChAT para la deteccion de neuronas y fibras colinérgicas.
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Se destacan diferencias cualitativas entre la cantidad de fibras colinérgicas (sefialadas con flecha
roja) presentes en el hipocampo de los tejidos analizados de los animales controles contra los de

Figura 7. Fotos representativas de CA, GD y Corteza medial con inmunohistoquimica anti ChaT para
la deteccion de neuronas colinérgicas. CA de animal control (A) y tratado con STZ de 15 dias (B).
GD de animal control (A”) y tratado con STZ de 15 dias (B *). Corteza medial de animal control

(A" "), tratado con STZ de 15 dias (B" "), STZ de 30 dias (C") y STZ de 60 dias (D" *). La flecha
roja indica fibras nerviosas y la azul neuronas.

los animales tratados con STZ de 15 dias. 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 dias, acercandonos de forma
cualitativa a los resultados encontrados en la bibliografia en los que evidencian una disminucion
de fibras y neuronas colinérgicas (13,49,50), lo cual puede ser consecuencia de una disminucion
del ARN mensajero de la ChAT (48). Asi también, a nivel de la corteza se visualiza la presencia
de neuronas colinérgicas marcadas con el anticuerpo anti-ChAt (sefialadas con flecha azul) sin
identificarse diferencias morfoldgicas en estas, entre los tejidos correspondientes a los diferentes
grupos experimentales.
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iv. INMUNOHISTOQUIMICA PARA DETECCION DE nNOS

En la figura 8 se observan las fotos correspondientes a los cortes representativos de CA, GD y
corteza medial con inmunohistoquimica anti-nNOS para la deteccién de neuronas nitrérgicas
(sefialadas con flecha roja). Dichas neuronas marcadas presentaron una distribucion relativamente
homogénea en las estructuras analizadas de los distintos grupos y no pudieron ponerse en
evidencia diferencias cualitativas en el nimero o morfologia de dichas neuronas como se obtuvo
en estudio de cerebros post-mortem de pacientes con EA en los que se observd una disminucion

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

Figura 8. Fotos representativas de CA, GD y Corteza medial con inmunohistoquimica anti nNos
para la deteccion de neuronas nitrérgicas. Corteza medial de animal control (A), tratado con STZ
de 15 dias (B" ") y STZ de 30 dias (C" "). CA de animal tratado con STZ de 15 dias (B) y STZ de
30 dias (C). GD de animal tratado con STZ de 15 dias (B") y STZ de 30 dias (C"). Las flechas
rojas indican neuronas nitrérgicas.

(53).
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v.  INMUNOHISTOQUIMICA PARA DETECCION DE CASPASA 3 ACTIVADA

En la figura 9 se observan fotos obtenidas de cortes representativos de CA, GD y corteza medial
con inmunohistoquimica anti-caspasa 3-activada para la deteccion de células en proceso de
apoptosis celular (sefialada 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 dias en relacidon al control. Mientras que en
los tejidos pertenecientes al grupo STZ 60 dias se visualiza una disminucion en la densidad e
intensidad de la marca observandose una menor intensidad de la marca positiva que en los tejidos
control. En otros modelos de EA distintos al utilizado en nuestro trabajo, se observo un aumento

del numero de células en apoptosis como consecuencia del proceso de neurodegeneracion en la

EA (64).

Figura 9. Fotos representativas de CA, GD y Corteza medial con inmunohistoquimica anti
Caspasa 3 activada para la deteccion de apotosis celular. CA de animal control (A), tratado con
STZ de 15 dias (B), STZ de 30 dias (C) y STZ de 60 dias (D). GD de animal control (A"), tratado
con STZ de 15 dias (B"), STZ de 30 dias (C") y STZ de 60 dias (D "). Corteza medial de animal
control (A" "), tratado con STZ de 15 dias (B" "), STZ de 30 dias (C" ") y STZde 60 dias (D" ").
Las flechas azules indican neuronas en apoptosis.
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MARCAJE MCH-Rod (+)

A

Figura 10. Presencia de marca positiva de MCH-Rod en hipocampos de cada grupo experimental.
Hipocampo control de 15 dias a 20X (A) y 40X(B). Hipocampo tratado con STZ de 15 dias a 20X
(A”) y 40X (B"). Hipocampo control de 30 dias a 20X (C) y 40X (D). Hipocampo tratado con STZ
de 30 dias a 20X (C") y 40X (D). Hipocampo control de 60 dias a 20X (E) y 40X (F). Hipocampo
tratado con STZ de 60 dias a 20X (E") y 40X (F"). Las flechas blancas indican neuronas
MCH-Rod positivas.

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 (+) (sefialadas con
flecha blanca) en los tejidos
estudiados. Los tejidos de los
tres animales  controles
correspondientes a 15, 30 y
60 dias 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 dias. No

existen muchas evidencias cientificas que vinculen a la EA con la inervacion MCHeérgica 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 relacion 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 funcion de la

MCH en el aprendizaje y memoria encontrada en ratones con delecion del gen MCH-R1 (36).
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TESTS COMPORTAMENTALES

El test neuroldgico 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
nimero de animales ensayados en este estudio experimental no fue suficiente para realizar un
analisis estadistico que nos permitiera correlacionar la actividad locomotora del animal con algun
déficit cognitivo producido por la STZ. Por dicha razon, se deberia aumentar el nimero de
animales para poder confirmar la tendencia observada, y consideramos que podria ser una
importante herramienta para proximos experimentos realizar la filmacion del test para disminuir
el error del experimentador al cuantificar las variables registradas, lo cual se realiz6 de forma

presencial.

TINCION HISTOLOGICA CON NISSL
Del analisis cualitativo de los cortes marcados con tionina y de las fotos obtenidas, no se

observaron diferencias cualitativas significativas entre las estructuras analizadas.

ENSAYOS DE INMUNOHISTOQUIMICA

La observacion cualitativa de los tejidos de animales tratados y controles no arrojé diferencias en
los ensayos de inmunohistoguimica para la identificacion de NeuN, GFAP y nNOS. En cambio,
con ChAT se observé un menor nimero de fibras colinérgicas en los tratados que controles. Las

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

MARCAJE MCH-Rod (+)

De forma cualitativa, se observé que el nimero de neuronas MCH-Rod (+) fue menor en los
hipocampos provenientes de los tres grupos tratados comparados con sus respectivos controles.
Esta observacion sugeriria que el tratamiento con STZ estaria induciendo a una disminucién en
el nimero de neuronas que son MCH-receptivas presentes en dichos tejidos, evidenciado por la
internalizacion del conjugado MCH con rodamina. Dentro de los grupos tratados con STZ, se
observd que, a pesar de esa disminucion en el nimero de neuronas MCH-Rod (+), el grupo de
STZ 60 present6 el mayor nimero de estas neuronas cuando comparadas con STZ15 y 30. Esta
observacion podria deberse a que, a los 60 dias, ya la STZ no produce sus efectos induciendo

neurodegeneracion o que asi fuere, las neuronas MCH-receptivas no son su blanco de accién.
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Tanto con los ensayos histoldgicos y de inmunohistoquimica seria necesario realizar una
valoracion cuantitativa de los cambios morfoldgicos observados en los tejidos analizados, que
nos permita un analisis estadistico de los resultados obtenidos para lo cual deberiamos elegir
cortes de todos los animales, sacarles fotos y luego elegir determinadas areas para ser
cuantificadas con un programa especifico para ello como el ImageJ. Asi también, seria
imprescindible aumentar el nimero de animales estudiados en todos los grupos, principalmente
los controles. Debido al poco tiempo y recursos disponibles no fue posible en una primera
aproximacién a la investigacion cientifica, realizar experimentos con un mayor nimero de

animales ni realizar los analisis cuantitativos de los distintos ensayos.
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