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Resumen

La prevalencia de la diabetes mellitus (DM) ha aumentado en las Ultimas décadas,
estimandose que para el afio 2045, 700 millones de personas padeceran dicha enfermedad.
La DM genera efectos a nivel del sistema nervioso central, tanto en vias moleculares como
en la manifestacién de alteraciones afectivo/emocionales (ansiedad y depresion). El objetivo
de este trabajo fue determinar si el perfil comportamental en dos pruebas de ansiedad y la
abundancia relativa de proteinas de sefializacion CaMKII, CaMKIV, CREB, y BDNF en
diferentes regiones cerebrales vinculadas a la ansiedad, se afecta en un modelo murino de
DM tipo 1 inducida con estreptozotocina (STZ). Luego de tres meses de hiperglicemia crénica,
se realizaron en ratones las pruebas de Campo Abierto (Open field, OF) y Laberinto Elevado
en Cruz (Elevated Plus Maze, EPM). Los ratones inyectados con STZ presentaron un perfil
comportamental de tipo ansioso, evidenciado por una menor frecuencia de grooming y una
tendencia a manifestar freezing con mayor frecuencia en el OF, asi como una menor
frecuencia y una disminucion en el tiempo de permanencia en los brazos abiertos en el EPM,
al compararlos con ratones control. La abundancia relativa, determinada por
inmunodeteccion, de algunas de las proteinas analizadas, se vio afectada por la DM en
diferentes regiones del cerebro: los ratones con DM tuvieron una menor cantidad de CaMKIV
en el hipocampo, una mayor abundancia de CREB total en la amigdala y el hipotadlamo, asi
como una menor relacion pCREB/CREB en el hipotalamo en comparacién con ratones
control. No se encontraron diferencias significativas en la presencia de CaMKIl y BDNF en
ninguna de las regiones cerebrales evaluadas entre ratones con y sin DM. A su vez, se realizé
un analisis exploratorio de la localizacion de CaMKIV por inmunofluorescencia en cortes
histol6gicos de hipocampo de los animales, y se evidenciaron cambios en la distribucion de
dicha proteina. En conclusion, los ratones con DM presentaron un perfil comportamental de
tipo ansioso y diferencias en la inmunodeteccion de CaMKIV (menor en hipocampo) y CREB
(mayor en amigdala e hipotalamo) en diferentes regiones del cerebro claves en la regulacion
de la ansiedad. Este es el primer trabajo que evalu6 CaMKIV en el cerebro de un modelo

animal de DM, asi como de CREB en la amigdala e hipotalamo.

Palabras clave: diabetes, Sistema Nervioso Central, raton, comportamiento de tipo ansioso,

sefalizacion celular.



Summary

The prevalence of diabetes mellitus (DM) has increased in recent decades, being estimated
that 700 million people will suffer from this disease in 2045. Central nervous system effects of
DM are manifested in both molecular pathways and affective/emotional alterations (anxiety
and depression). The objective of this work was to determine if streptozotocin (STZ)-induced
type 1 DM mice presented an altered behavioral profile in two anxiety tests as well as if the
relative abundance of CaMKII, CaMKIV, CREB, and BDNF signaling proteins in different brain
regions linked to anxiety were affected. After three months of chronic DM, the Open Field (OF)
and Elevated Plus Maze (EPM) tests were performed on mice. The mice with DM presented
an anxious-type behavioral profile, evidenced by a lower frequency of grooming and a
tendency to manifest freezing more frequently in the OF, as well as a lower frequency and
time in the EPM open arms, when compared to control mice. The immunodetection of some
proteins was affected by DM in different brain regions: STZ induced DM mice had a lower
CaMKIV in the hippocampus, higher CREB in the amygdala and hypothalamus, as well as a
lower pCREB/CREB ratio in the hypothalamus compared to control mice. No significant
differences were found in CaMKII or BDNF levels in any evaluated brain region between mice
with and without DM. In addition, an exploratory analysis of CaMKIV localization was
performed by immunofluorescence in hippocampal histological sections, and changes in
CaMKIV distribution were evidenced. In conclussion, DM mice showed an anxious-type
behavioral profile and changes in CaMKIV (lower in hippocampus) and CREB
immunodetection (higher in amygdala and hypothalamus) in different key brain regions in the
regulation of anxiety. This is the first work that assesed the abundance of CaMKIV in the brain
of animals with DM, as well as of CREB in the amygdala and hypothalamus of diabetic

animals.



Introduccioén

Diabetes mellitus

La diabetes mellitus (DM) se define como un desorden metabdlico de mdltiples etiologias que
se caracteriza por una disfuncion celular en el transporte y/o la utilizacién de glucosa, debido
ya sea a defectos en la secrecion de la hormona insulina, como a una disminucién de la
sensibilidad de los tejidos a la misma (Alberti & Zimmet, 1998, Pamidi & Satheesha Nayak,
2012). La principal funcion de la insulina es disminuir los niveles de glicemia a través de la
activacion de receptores transportadores de glucosa, asi como estimular o inhibir diferentes
vias en el metabolismo celular. Altos niveles de glicemia inducen la secrecion de insulina por
parte de las células B pancreaticas, siendo la sefial metabdlica para que la glucosa sea
internalizada en las células. Una vez ingresada a la célula, la glucosa puede ser degradada
para la obtencidon de energia via glucélisis, o conservada en forma de glucégeno (Santoro et
al., 2021; Sylow et al., 2021). La falta de insulina o la incapacidad de las células para
responder a ella deriva en altos niveles de glucosa en sangre o hiperglicemia, el cual es un

indicador clinico de DM (American Diabetes Association, 2014).

El desarrollo de esta enfermedad se ha asociado con factores tanto genéticos como
ambientales (Villenueve et al., 2011). La DM es una de las enfermedades crénicas mas
comunes en todos los paises, considerandose uno de los principales problemas de salud
mundial. Actualmente afecta a millones de personas en el mundo y su prevalencia ha ido en
aumento en las Ultimas décadas (Glovaci et al.,, 2019). En este sentido, segun datos
proporcionados por la Federacion Internacional de Diabetes (2019), aproximadamente 500
millones de personas en todo el mundo viven con DM. Se estima que esta cifra aumente a
578 millones de personas para el afio 2030, y a 700 millones para 2045 (Federacion

Internacional de Diabetes, 2019).

Clasificacion y etiologia

La DM puede clasificarse en diferentes categorias: DM tipo 1 (DM1), tipo 2 (DM2),
gestacional, y otros tipos que se deben a causas especificas y que presentan menor

prevalencia (Alberti & Zimmet, 1998; American Diabetes Association, 2015).



Diabetes mellitus tipo 1 o insulinodependiente

La DM tipo 1 o insulinodependiente (DM1) se caracteriza por una combinacion de
predisposicion genética y destruccion inmunoldgica de las células B, con una insuficiencia
gradual y finalmente completa de insulina (Maahs et al., 2010). A menudo se desarrolla de
manera repentina y puede producir sintomas como polidipsia, poliuria, enuresis, falta de
energia, cansancio extremo, polifagia, pérdida de peso repentina, curacion lenta de heridas,
infecciones frecuentes, vision borrosa, deshidratacién severa, y cetoacidosis diabética en

nifios y adolescentes (Kharroubi & Darwish, 2015).

Dentro de la DM1, se han reportado tres subclasificaciones: autoinmune, idiopatica y
fulminante.

La DM autoinmune representa aproximadamente el 5-10% de los casos de DM (Daneman,
2006; Maabhs et al., 2010; Waddingham et al., 2015) y se desencadena por una destruccion
autoinmune de las células B del pancreas, productoras de insulina (Devendra et al., 2004;
Daneman, 2006; Atkinson et al., 2014), principalmente a través de una respuesta inflamatoria
mediada por linfocitos T, asi como una respuesta humoral por los linfocitos B (Devendra et
al., 2004). Este tipo de DM se caracteriza por la presencia de autoanticuerpos que pueden
reaccionar tanto contra células de los islotes de Langerhans o contra la insulina, como
también contra la enzima acido glutdmico descarboxilasa, proteinas tirosin fosfatasas y la
proteina transportadora de zinc. Estos autoanticuerpos pancreaticos, cuyo rol en la patogenia
de la enfermedad no esta claro, pueden ser detectados en el suero de pacientes meses 0
afios antes del desarrollo de la hiperglicemia o de los signos clinicos (Couper & Donaghue,
2009). Se caracteriza por una hipoinsulinemia permanente y la necesidad completa de

insulina exdégena para mantener el control glicémico.

Por otro lado, la DM idiopatica es una forma inusual de DM1, de origen desconocido
(idiopatico) y menos severo que la DM autoinmune. Individuos con este tipo de DM presentan
mayormente descendencia africana o proveniente de Asia y sufren grados variables de

deficiencia de insulina y cetoacidosis episédica (Daneman, 2006).

La DM fulminante tiene algunas caracteristicas comunes con la DM idiopatica (no mediada
por autoinmunidad). Se caracteriza por altos niveles de glucosa en sangre y la aparicion de
cetoacidosis poco después del inicio de la hiperglicemia. Tanto factores genéticos como
ambientales, especialmente la infeccion viral, han sido implicados en la enfermedad
(Kharroubi & Darwish, 2015). Respecto a lo anterior, la respuesta inmune antiviral puede

desencadenar la destruccion de las células B pancreaticas a través de una reacciéon inmune



acelerada sin autoanticuerpos detectables contra las células B pancreaticas (Kharroubi &
Darwish, 2015).

Diabetes mellitus tipo 2 o no insulinodependiente

La DM tipo 2 o no insulinodependiente (DM2) representa el 90-95% de los casos de DM y es
iniciado por la interacciéon de factores genéticos, ambientales y de estilo de vida, y aumenta
con el envejecimiento (Waddingham et al., 2015). Aunque la etiologia especifica no se
conoce, no ocurre destruccion autoinmune de las células 3, e involucra individuos que tienen
resistencia a la insulina (incapacidad de las células del cuerpo de responder totalmente a
dicha hormona) y generalmente deficiencia relativa de insulina (no absoluta) (American
Diabetes Association, 2015; Internation Diabetes Federation, 2019). Esta DM se desarrolla
debido a mecanismos descompensatorios en la secrecién de insulina, inducidos por dicha
resistencia (Maahs et al., 2010; Villeneuve et al., 2011). A pesar de que los pacientes con
este tipo de DM puedan llegar a tener niveles de insulina en sangre normales o incluso
elevados, al presentar resistencia a la insulina, provoca que esos hiveles no se logren
compensar ante aumentos de glucosa en sangre (American Diabetes Association, 2015).

Esta respuesta maladaptativa resulta en hiperglicemia.

Otros tipos de diabetes mellitus

La DM gestacional se diagnostica en el segundo o tercer trimestre de gestacion, no siendo
una DM que se manifieste claramente (American Diabetes Association, 2015). Suele ocurrir
en pacientes que presenten resistencia a la insulina de manera pre-existente, o que aparece
en la gestacion, y que genera una capacidad reducida para secretar insulina (Panaitescu et
al., 2021). A su vez, mujeres que hayan padecido DM gestacional en un embarazo previo se

encuentran con un mayor riesgo de desarrollar DM2 posteriormente (Panaitescu et al., 2021).

Hay también otros tipos de DM, los cuales se deben a causas especificas: defectos
monogénicos que causan disfuncién de las células 3, como la DM del neonato y la DM que
se da en la madurez (MODY, del inlgés Maturity-Onset Diabetes of the Young), representan
menos del 5% de los pacientes con DM, y se caracterizan por la aparicion abrupta de
hiperglicemia, generalmente antes de los 25 afios (American Diabetes Association, 2015). La
DM relacionada con la fibrosis quistica (CFRD, por sus siglas en inglés) se da en alrededor
de un 20% de adolescentes y 40-50% de adultos con dicha enfermedad; la insuficiencia de
insulina debido a la destruccion fibrética parcial de los islotes de Langerhans es el defecto

primario en la CFRD (American Diabetes Association, 2015).



Comorbilidad ligada a la diabetes mellitus en el Sistema Nervioso Central

Tradicionalmente se ha considerado a la nefropatia, la neuropatia, la retinopatia y la
cardiomiopatia diabéticas como comorbilidades de la DM (Rubler et al., 1972; Biessels et al.,
1994; Villeneuve et al., 2011). Sin embargo, son cada vez mas reconocidos los efectos de la
DM sobre el Sistema Nervioso Central (SNC) y especialmente en el cerebro (Reagan., 2012;
Nasrolahi et al., 2019). Los efectos a largo plazo de esta enfermedad en el cerebro se
manifiestan a nivel estructural, neurofisiolégico y comportamental (Biessels et al., 1994;
Kamal et al., 2000; Saravia et al., 2004; Beauquis et al., 2006; Reagan, 2012). La DM esta
asociada con deterioros moderados de la funcidon cognitiva y un riesgo elevado de sufrir
trastornos afectivos/emocionales (Biessels et al., 1994; Northam et al., 2006). Estudios
epidemioldgicos han descrito afecciones psicolégicas como la depresion y la ansiedad en
pacientes con DM, lo cual tiene un impacto importante en la morbilidad y mortalidad de
guienes padecen dicha enfermedad (Anderson et al., 2001; Khuwaja et al., 2010; Smith et al.,
2013), siendo dos veces mas alta en pacientes con DM que en la poblacion general (Pamidi
& Satheesha Nayak, 2012; Caliskan, et al., 2019). La depresion y la DM comorbidas tienen
una peor prognosis comparado a cuando cada enfermedad ocurre de manera separada, y la
ansiedad frecuentemente ocurre en comorbilidad con sintomas de depresion (Robinson et al.,
2018). Una actividad reducida de la insulina en el SNC probablemente contribuya a las
consecuencias neurolégicas de la DM (Biessels et al., 2008; Reagan et al., 2008). Un mal
manejo de la DM que resulta en hiperglicemia crénica y/o episodios de hipoglicemia debido
al tratamiento con insulina, también podrian promover las complicaciones neurolégicas
(Reagan, 2012).

Ansiedad y diabetes mellitus

Uno de los trastornos psiquiatricos mas comunes en todo el mundo es el trastorno de
ansiedad, y suele ocurrir en personas que padecen enfermedades crénicas como DM
(Khuwaja et al., 2010; Smith et al., 2013), por lo que se considera que una complicacion de
la DM podria ser la existencia de un mayor riesgo de desarrollar trastornos de ansiedad. En
individuos sanos, la ansiedad puede ser considerada como un estado emocional aversivo que
se experimenta ante situaciones nuevas, intensas y/o amenazantes, siendo un componente
del repertorio normal de los animales para hacer frente a situaciones potencialmente
peligrosas (Rosen & Schulkin, 1998; Barlow, 2002; Hohoff, 2009). Las reacciones de ansiedad
combinan una variedad de componentes del dominio fisiologico, cognitivo, emocional y
conductual (Hohoff, 2009). Las respuestas fisioldgicas y comportamentales que componen el

estado de ansiedad son desde el punto de vista evolutivo, normales y adaptativas (Rosen &



Schulkin, 1998). Sin embargo, si la ansiedad supera los parametros considerados normales
en cuanto a intensidad, frecuencia o duracién, u ocurre vinculada a estimulos no
amenazantes, provoca manifestaciones patolégicas en el individuo. La ansiedad patoldgica,
segun Ohl et al. (2007), “es una emocion disfuncional y aversiva persistente, incontrolable,
excesiva, inapropiada y generalizada, que desencadena respuestas fisiologicas vy
conductuales carentes de valor adaptativo. La conducta patolégica relacionada con la
ansiedad es una respuesta a la anticipacién o percepcion exagerada de las amenazas, que
es inconmensurable con la situacion real”. En humanos, la ansiedad se considera patoldgica
cuando se manifiesta durante al menos seis meses, de acuerdo al Manual Diagnéstico y
Estadistico de Desordenes Mentales (American Psychiatric Association, 1994),
describiéndose principalmente por un estado emocional negativo asociado con una sensacion
de incontrolabilidad, y se caracteriza por hipervigilancia que sugiere una predisposicion a
responder al peligro, un sesgo a los estimulos amenazantes, y una incapacidad de
concentrarse en tareas diarias; también involucra emociones como culpa, verguenza y furia
(Rosen & Schulkin, 1998).

Existen distintos tipos de comportamientos que son usados como indicadores de ansiedad
en animales (Tabla 1). Tiene manifestaciones parecidas al miedo y, como se muestra en la
Figura 1, la base estructural reside en los circuitos neuronales relacionados con la respuesta
al miedo (Rosen & Schulkin, 1998; Wu et al., 2008). Ambos casos implican situaciones de
peligro, sensaciones de aprensién, reacciones fisiolégicas y respuestas motoras, resultando
en la expresiéon de una variedad de comportamientos adaptativos que tienen como objetivo
escapar de la fuente de peligro (Rosen & Schulkin, 1998; Ohl et al., 2007). Sin embargo,
aunque la ansiedad y el miedo comparten similares respuestas fisiol6gicas, existen algunas
diferencias entre ellos. El miedo es desencadenado por un estimulo especifico definido que
es reconocido por el individuo, resultando en respuestas defensivas activas que disminuyen
gradualmente al desaparecer dicho estimulo (Ohl et al., 2007; Dias et al., 2013). La ansiedad,
por contraparte, se relaciona con la anticipacion de peligros futuros que potencialmente
podrian amenazar los intereses vitales de un organismo, siendo estimulos generales e
inespecificos (Ohl et al., 2007; Dias et al., 2013).
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Tabla 1. Parametros de comportamiento cuya frecuencia tiende a incrementarse en animales con un perfil de tipo
ansioso (adaptado de Ohl et al., 2007).

Comportamiento de inmobilidad (freezing) Miccién
Deambulacién Defecacion

Jadeo Agresién

Irritabilidad Vigilancia/atencién
Inquietud Trastornos del suefio

Dentro de los modelos animales que se utilizan para generar DM, uno muy caracterizado es
la induccion mediante inyeccién de estreptozotocina (STZ) en roedores (Bequer et al., 2016)
para inducir DM1 (Marfella et al., 2004; Akbarzadeh et al., 2007). Este farmaco provoca
necrosis de las células B pancreaticas, lo que resulta en hipoinsulinemia e hiperglucemia
(Revsin et al., 2008; Gupta et al., 2014). En este modelo se han obtenido resultados similares
alo reportado en humanos, en donde la DM inducida se asocia con deterioro cognitivo (Miyata
et al., 2006) y con comportamientos de tipo ansioso, miedo y estrés, evaluado con diferentes
pruebas de comportamiento como el Campo Abierto o el Laberinto Elevado en Cruz
(Ramanathan et al., 1998; Miyata et al., 2006; Damian et al., 2014; Gupta et al., 2014; Aswar
et al., 2017; Rebai et al., 2017).

Control nervioso de la ansiedad

A nivel del cerebro, se conoce que la amigdala (estructura del sistema limbico), esta
involucrada en el comportamiento emocional, y parece ser clave en la modulacién de la
ansiedad (Figura 1) (Davis, 1992). Es una estructura que esta implicada en el procesamiento
de las entradas neuronales de otras partes del cerebro como el talamo, la corteza o el
hipocampo, en iniciar sefiales de salida a los nucleos que responden y generar diversas
respuestas fisioldgicas que incluyen respuestas conductuales, autbnomas y hormonales
relacionadas con la ansiedad (Wu et al., 2008). La amigdala esta conformada por diferentes
ndcleos, que interaccionan. La amigdala lateral (AL) integra informacion sensorial, es donde
se da la asociacion de un estimulo condicionado con uno incondicionado (Mora Gallegos &
Salas, 2014). La amigdala basolateral (BLA) es una regién donde se da la integracion de
aferentes sensoriales talamicas y corticales (Wu et al., 2008). En el ndcleo central de la
amigdala (NCeA) es donde se encuentra la mayor cantidad de eferencias que se encargan
de regular la respuesta al miedo y la ansiedad, tanto conductual como autonémica y endocrina
(Mora Gallegos & Salas, 2014). La informacion fluye desde la AL a la BLA, antes de llegar al

NCeA. Luego, las eferentes del NCeA van al gris periacueductal, tronco encefélico e
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hipotalamo, que inician respuestas conductuales, autbnomas y hormonales relacionadas con
el miedo y la ansiedad (Figura 1) (Wu et al., 2008; Mora Gallegos & Salas, 2014). El
funcionamiento normal de este circuito es fundamental para la ansiedad fisiolégica, mientras

gue la disfuncién de este circuito conducira a la ansiedad patoldgica (Wu et al., 2008).

El hipocampo y la corteza prefrontal medial se conectan entre si mediante proyecciones tanto
polisingpticas (indirectas) como monosinpticas (directas) (Jin & Maren, 2015). La
comunicacion entre el hipocampo y la corteza prefrontal subyace tanto funciones cognitivas
como comportamentales, las cuales se ven afectadas en enfermedades como los trastornos

de ansiedad (Ruggiero et al., 2021).

En relacion al hipocampo, esta organizado en la formacion hipocampal y la regién
parahipocampal (Witter, 2012). La formacion hipocampal consta del cuerno de Amén (o
hipocampo propio), el giro dentado (separados por la fisura hipocampal) y el subiculum; la
region parahipocampal comprende las cortezas perirrinal, entorrinal y postrinal y el
presubiculum y parasubiculum. El cuerno de Amon esta dividido a su vez en tres areas: CA1,
CA2 y CA3 (Witter, 2012).

Se considera que la parte dorsal del hipocampo mediaria aspectos cognitivos (principalmente
la memoria espacial) mientras que la regién ventral estaria involucrada en modular procesos
emocionales (Groenewegen et al., 1987; Van Groen & WYyss, 1990; Moser et al., 1993; Risold
& Swanson, 1996). Ademas, el hipocampo también puede modular la actividad de la
amigdala, estando implicado en la integracién de la respuesta al miedo. Es responsable de
aumentar el estado de vigilancia y atencion, como también de procesar informacion
proveniente del contexto. A su vez, el procesamiento a nivel de la amigdala del estado
emocional y motivacional, puede alterar el funcionamiento del hipocampo (Mora Gallegos &
Salas, 2014). En la rata, la parte ventral de CA3 y los dos tercios ventrales de CA1 reciben
entradas de la amigdala (Pikkarainen et al., 1999; Pitkanen et al., 2000). Los dos tercios
ventrales de CAl también originan la mayoria de las proyecciones a la amigdala (Witter,
2012).

Respecto a la corteza prefrontal, se le ha atribuido un papel central en la regulacién de
procesos cognitivos, estando involucrada en el procesamiento sensorial, la planificacion
motora, recompensa, atencion, memoria de trabajo, toma de decisiones, memoria a corto y
largo plazo y el comportamiento social (Le Merre et al., 2021). Por otro lado, también se apoya
la nocion de que la corteza prefrontal medial regula los comportamientos emocionales

dependientes de la amigdala, proporcionando una interfaz entre las estructuras limbicas y
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corticales (Radley & Morrison, 2005). La corteza prefrontal es importante para la respuesta
emocional aprendida, para la cual ocurre una constante retroalimentacion entre ésta y la

amigdala (Mora Gallegos & Salas, 2014).

/ Corteza/estriado
\“ .\.

A Hi Hipotalamo Ansiedad
menaza v /w - Miedo

\l / \A Tronco /‘
encefahco

Figura 1. Diagrama del flujo de informacion, desde la transmision de estimulos de amenaza hasta el inicio de

conductas de ansiedad/miedo, y circuitos neuronales involucrados. Diferentes areas del cerebro, como el talamo,
el hipocampo y la corteza detectan estimulos amenazantes. La informacion se transmite a la amigdala, y se integra
en diferentes nucleos. La salida desde la amigdala es hacia &reas como la corteza/cuerpo estriado, el hipotdlamo
y el tronco encefélico. Esto inicia respuestas de miedo/ansiedad. LA, amigdala lateral; BLA, amigdala basolateral;
NCeA, nucleo central de la amigdala. Tomado de Wu et al. (2008).

Estrés y diabetes mellitus

En los ultimos afios, la relacion entre el estrés y la DM se ha vuelto bien conocida (Reagan,
2012). La DMy la hiperglicemia que la acompafia se consideran un factor de estrés enddgeno
cronico (Reagan, 2012). Dado que la insulina controla la captacion de glucosa por parte de
las células, la falta de insulina genera un estado de “inanicion celular”. En las condiciones de
DM, la coexistencia de la hiperglicemia y la inanicién celular coexistentes puede generar
estrés metabdlico (Revsin et al., 2008; Reagan, 2012). Por otro lado, la desregulacion del
sistema neuroendocrino, en particular del eje hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA, implicado
en la respuesta fisioldgica al estrés) como resultado de la DM, también esté implicada en el

desarrollo de trastornos conductuales como ansiedad (Gupta et al., 2014).

Como se muestra en la Figura 2, la activacion del eje HPA esté estrechamente relacionada
con la activacion del sistema nervioso simpatico (SNS) del sistema nervioso autbnomo (SNA),
quien estimula a la médula de las glandulas adrenales a secretar catecolaminas
(principalmente adrenalina y noradrenalina) (Odeén & Romera, 2017). Esta activacion
simpatica representa la clasica respuesta de “lucha o huida” que fue caracterizada por primera
vez por Walter Cannon (Ulrich-Lai & Herman, 2009). Ademas de la estimulacion del SNA, la
activacion del eje HPA también estimula la liberacién de la hormona liberadora de

corticotropina (CRH) desde el nacleo paraventricular del hipotalamo (Herman et al., 2003). La
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CRH es transportada hacia la hipéfisis anterior (por el sistema sanguineo portal hipofisario),
donde estimula la liberacion de la hormona adrenocorticotrépica (ACTH). La ACTH, a su vez,
es liberada al torrente sanguineo para estimular la corteza adrenal, donde se sintetizan y
liberan los glucocorticoides (cortisol o corticosterona en roedores) a la sangre (Johnson et al.,
1992; Mormede et al., 2007). Estos glucocorticoides (GC) son los mediadores finales de la
activacion del eje HPA (Herman et al., 2003; Kyrou & Tsigos, 2009). Los GC se unen a dos
tipos de receptores, los receptores de mineralocorticoides (MRs) y de GC (GRs) (Tilbrook &
Clark, 2006), que se encuentran distribuidos diferencialmente en el cerebro, especialmente
en la amigdala, el hipocampo y la corteza prefrontal, ademas de los 6rganos periféricos
(Tilbrook & Clark, 2006). El aumento de los niveles de GC desencadena respuestas que
aumentan la disponibilidad de energia para que el organismo pueda responder ante el agente
estresor (Kyrou & Tsigos, 2009; Damian et al., 2015). Los GC ejercen, mediante
retroalimentacion negativa, el control de la secrecién de la CRH y ACTH sobre el hipotadlamo
y la hipdfisis respectivamente, disminuyendo de esta manera, la produccion de dichas
hormonas (Johnson et al., 1992; Ulrich-Lai & Herman, 2009). Los GC controlan entonces, la
actividad basal del eje HPA, y son cruciales para la finalizaciéon de cada respuesta de estrés
(Kyrou & Tsigos, 2009).

estrés

S Informacion sensorial y
Sistema limbico - s
viceral via tronco cercbral
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Figura 2. Estructuras anatomicas involucradas en la activacion del eje hipotalamico-pituitario-adrenal en la
respuesta fisioldgica al estrés. A: adrenalina, NA: noradrenalina, PVN: nlcleo paraventricular, CRH: hormona
liberadora de corticotropina, ACTH: hormona adrenocorticotropica, MR: receptor de mineralocorticoides, GR:

receptor de GC, CPF: corteza prefrontal. Tomado de Ode6n & Romera, 2017.
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El hipocampo es una de las estructuras limbicas claves implicadas en la regulacion del eje
HPA al mediar y ser blanco de los efectos de los GC (Sapolsky et al., 1984; Radely & Morrison,
2005). En relacion a lo anterior, cuando el eje HPA se activa en forma crénica, genera efectos
negativos en diferentes regiones del cerebro, entre ellas se afecta la funcién del hipocampo
(Radley & Morrison, 2005; McEwen, 2006; Stranahan et al., 2008). En este sentido, se ha
reportado remodelacién dendritica de las neuronas piramidales de CA3 después de la
exposicion al estrés cronico, asi como después de la administracion de corticosterona, atrofia
dendritica en las células granulares del giro dentado y en las células piramidales de CAl, y
pérdida de sinapsis en las células piramidales de CA3 en animales con estrés cronico o
tratados con corticosterona (Radley & Morrison, 2005; Fuchs et al., 2006; Reagan, 2012). Los
cambios en la plasticidad y funcién del hipocampo se revierten cuando se mantienen los
niveles fisiolégicos normales de corticosterona en roedores (Stranahan et al., 2008). Por otro
lado, la neurogénesis adulta ocurre en regiones discretas como la zona subgranular del giro
dentado del hipocampo (Altman & Das, 1965) y la zona subventricular del ventriculo lateral
(Altman, 1969). Se ha reportado que la exposicion a GC y diferentes estresores provocan una

disminucion de la neurogénesis en el giro dentado (Radley & Morrison, 2005).

La corteza prefrontal es otra region del SNC que regula la actividad del eje HPA (Radley &
Morrison, 2005) y se ve afectada por el estrés o la administracion de corticosterona,
generando remodelacién dendritica de las neuronas piramidales en la corteza prefrontal
medial y disminucién de la densidad de las espinas dendriticas (Radley & Morrison, 2005;
McEwen, 2006; Reagan, 2012). Similar a lo que ocurre en el hipocampo, la atrofia dendritica
en la corteza prefrontal también es reversible después de un periodo de recuperacion sin
estrés (Radley & Morrison, 2005).

La amigdala es otra region que sufre una plasticidad estructural en respuesta a un estrés
cronico. Sin embargo, en esta region se observa hipertrofia y crecimiento dendritico (Radley
& Morrison, 2005; Fuchs et al., 2006; Reagan, 2012). El estrés agudo y crénico también
aumenta los contactos sinapticos en la amigdala (McEwen, 2006). A diferencia de lo que
ocurre en el hipocampo y la corteza prefrontal, ain persiste el aumento de la arborizacion
dendritica luego de un periodo de recuperacién sin estrés (Radley & Morrison, 2005).
Ademas, el estrés cronico promueve el miedo dependiente de la amigdala, y aumenta la
agresion entre animales que viven juntos en un mismo lugar (McEwen, 2006). La plasticidad
estructural inducida por el estrés en la BLA también puede estar asociada con un aumento
en la frecuencia de ciertos comportamientos indicadores de ansiedad (Radley & Morrison,
2005).
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La DML1 se correlaciona con una hiperactividad del eje HPA (Reagan, 2012). Pacientes con
diabetes mal controlada muestran hiperactivacién del eje HPA, lo que da como resultado
niveles circulantes de cortisol elevados (Stranahan et al., 2008). A su vez, existe evidencia
de que los niveles de corticosterona plasmatica, tanto basales como bajo estrés agudo, estan
muy elevados en modelos roedores de DM (Beauquis et al., 2006; Stranahan et al., 2008;
Reagan, 2012).

Sefalizacion celular y diabetes mellitus

El correcto funcionamiento del cerebro depende, en parte, de una eficiente comunicacion
neuronal, a través del envio y procesamiento de sefiales (Govoni et al., 2010). Es debido a
esto que las vias de transduccidn de sefiales desempefian un papel fundamental, permitiendo
gue, ante multiples entradas sensoriales, las neuronas respondan de manera coordinada y
se adapten a los cambios ambientales (Govoni et al., 2010). Estimulos celulares que provocan
la activacion de cascadas de sefializacion por segundos mensajeros como el calcio (Ca?*) o
el adenosin monofosfato ciclico (AMPc), o por factores neurotréficos u otros, al ser
transducidos por diversas vias de sefalizacién, representan redes complejas de procesos
bioguimicos, que culminan en patrones especificos de expresién de genes, los cuales estan
mediados por la activacion o inhibicion de determinados factores de transcripcién (Pandey,

2004). De esta manera se altera el patron temporal de expresion génica.

Las vias de sefializacién reguladas por actividad modulan la transcripcién de genes al alterar
la funcién, localizacién o expresion de factores de transcripcion en el nicleo (West et al.,
2002). Se ha demostrado que un numero creciente de reguladores transcripcionales son
objetivos de cascadas de sefializacion dependientes de la actividad en las neuronas (Lyons
& West, 2011). En particular, la fosforilacion transitoria de proteinas especificas es un
mecanismo muy utilizado a nivel célular, la cual termina por modificar, modular o
desencadenar distintas respuestas celulares, lo que implica un rol estratégico por parte de
las proteinas quinasas en la comunicacion neuronal (Micheau & Riedel, 1999). Desde un
tiempo a esta parte, investigaciones relacionadas con las proteinas de sefializaciéon
intracelular, dependientes de la actividad, estan emergiendo y proporcionando nuevos
conocimientos en cuanto a los mecanismos moleculares involucrados en la regulacion de
estados emocionales, y en particular en la ansiedad (Wu et al., 2008). Este trabajo de tesis
se centra en algunas vias de sefializacion celular activadas de manera Ca?* dependiente, a
nivel del SNC, implicadas o con posible rol en la regulacién del circuito de ansiedad y en

condiciones de DM1. Estudiar posibles alteraciones en moléculas de sefializacion celular
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claves podria dar evidencias de las bases moleculares de las alteraciones en el

comportamiento de los ratones en el modelo de DML1 utilizado.

Calcio y calmodulina

El ion Caz* es un segundo mensajero implicado en la regulacion de diversos procesos
celulares (Hanson & Schulman, 1992; Dodd et al., 2010). Al ser el Ca2* un ion importante para
la sefializacion celular, la concentracion de Ca2* intracelular libre esta estrechamente
regulada, (Hanson & Schulman, 1992). Proteinas intracelulares de unién a Ca2*, también
conocidas como “sensoras de Ca?*”, median una diversa gama de sefales transitorias
transducidas por Caz* (Wayman et al., 2008). Estas proteinas estan presentes tanto en el
citosol como el nucleo, pudiendo estar libres o unidas a las membranas. Las proteinas
sensoras pueden clasificarse en transmisoras y de respuesta (Dodd et al., 2010). Dentro de
las proteinas sensoras de respuesta, se encuentra la quinasa dependiente de Ca2?*, que
combina una funcién sensora mediante la union a Ca2* y una actividad de respuesta mediante

su actividad quinasa (Dodd et al., 2010).

Las proteinas sensoras transmisoras contienen multiples dominios de unién al ion, y cuando
esta union se efectla, se induce un cambio en la estructura proteica (Dodd et al., 2010).
Dentro de este grupo se encuentra la proteina de 17 KDa calmodulina (CaM), la cual se
encuentra muy conservada (Swulius & Waxham, 2008). Muchos de los efectos del Caz* como
segundo mensajero estdn mediados por la CaM (Shen et al., 2005; Swulius & Waxham,
2008). Esta proteina esta compuesta por Iébulos N- y C- terminales con motivo hélice-bucle-
hélice, unidos por una region enlazadora helicoidal altamente flexible que permite que CaM
adopte diversas conformaciones. Cada I6bulo de CaM se une a dos iones Ca?* (Kovalevskaya
et al., 2013). En el estado no unido a Ca?*, la proteina (apo-CaM) tiene una conformacion
compacta, con los I6bulos cercanamente empaquetados, mientras que la unién a ion (holo-
CaM) genera un cambio conformacional a un estado abierto, que lleva a que se exponga una
superficie hidrofébica en los I6bulos (Kovalevskaya et al., 2013). Esto permite la interaccion y
activacion de un conjunto diverso de proteinas diana (Wayman et al., 2008).

Como tal, la CaM no tiene actividad enzimatica, sino que su funcién es integrar la sefial del
Ca?" y transducirla a otras enzimas posteriores en la via de sefalizacion (Swulius & Waxham,
2008). En respuesta al Ca2?*, muchas de las proteinas que CaM activa presentan funcién
enzimatica (Shen et al., 2005). Entre ellas se encuentran fosfatasas como la calcineurina, y
guinasas, siendo una de las mas caracterizadas la familia conocida como quinasas
dependientes de Caz*/CaM o CaM quinasas (CaMKs): CaMKI, CaMKII, CaMKIV, CaMKK, la
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guinasa de la cadena ligera de miosina (MLCK) y la fosforilasa quinasa (Hudmon & Schulman,
2002; Swulius & Waxham, 2008; Marshall et al., 2015).

Familia de las quinasas dependientes de Calcio y Calmodulina

Los miembros de la familia CaMKs se clasifican como quinasas de Serina/Treonina (Ser/Thr),
debido a que los sitios diana de fosforilacién en el sustrato contienen todos una Ser o una Thr
(Wayman et al., 2008). Las CaMKs se pueden dividir en dos categorias: multifuncionales
(CaMKK, CaMKI, CaMKIl y CaMKIV) y especificas de sustrato (CaMKIIl, MLCK, fosforilasa
guinasa) (Swulius & Waxham, 2008). Las CaMKs multifuncionales fosforilan una amplia gama
de sustratos debido a su baja especificidad y afinidad, mientras que las CaMKs especificas

de sustrato presentan una especificidad muy restringida (Takemoto-Kimura et al., 2017).

Las CaMKs presentan un dominio catalitico bilobulado, seguido por un dominio regulador,
dentro del cual hay un dominio autoinhibidor y un dominio de uniéon a CaM (Swulius &
Waxham, 2008). La union de Ca2*/CaM regula el funcionamiento del dominio autoinhibidor de
la siguiente manera. En condiciones basales, el dominio autoinhibidor oculta el sitio de unién
al sustrato que se encuentra en el dominio catalitico. Ante un aumento de los niveles de Ca?*,
el complejo Ca?*/CaM se une al dominio de unibn a CaM, desplazando al dominio
autoinhibidor del sitio de unién al sustrato que se encuentra subyacente, activandose de esta
manera la enzima (Marshall et al., 2015). La activacion de las CaMKs es entonces,
inicialmente dependiente de la uniéon del complejo Ca2*/CaM. Sin embargo, algunas son
capaces de volverse independientes de Ca2*/CaM luego de su activacion, o requieren una
modificacion adicional (fosforilacion de residuo(s) Ser/Thr en el dominio autohinibidor o el
dominio de unién a CaM), ya sea por autofosforilacién o por fosforilacién por otra quinasa,
para lograr una activacion completa (Swulius & Waxham, 2008; Marshall et al., 2015) (Figura
3).
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Figura 3. Dominios de CaMKIl y CaMKI/CaMKIV y regulaciéon de la actividad quinasa. Primero, el complejo
Ca?*/CaM se une al dominio de union a Caz*/CaM, provocando que el dominio autoinhibidor que se encuentra
adyacente al sitio de union del sustrato se libere, e iniciando la activacion de una holoenzima de CaMKII. La
“autonomia” es inducida al activarse simultaneamente dos subunidades vecinas, y se (auto)fosforila el residuo
Thr-286/287 de una subunidad. En el caso de CaMKI/CaMKIV, se activan por la uniéon de Ca2*/CaM y posterior
fosforilacion por parte de una quinasa corriente arriba, CaMKK, en su ciclo de activacion. Tomado de Takemoto-
Kimura et al., 2017.

La familia de las CaMKs esta involucrada en diversas respuestas celulares, las cuales se
desencadenan debido a un aumento en la concentracién de Ca2* intracelular (Tokumitsu et
al., 1995). Entre la variedad de funciones celulares que regulan se encuentran la contraccion
muscular, la permeabilidad del canal ionico, liberacion y sintesis de neurotransmisores,
transcripcion génica y sintesis de proteinas (Hudmon & Schulman, 2002). A su vez, las CaM
quinasas cumplen un rol importante en la transduccién de sefiales neuronales ya que muchos
de sus sustratos estan involucrados en la sefializacién neuronal (Hanson & Schulman, 1992).
Las CaM quinasas multifuncionales son muy abundantes en el cerebro, en particular en
estructuras corticales y en el hipocampo, desempefiando un papel clave en la transmision
neuronal, la plasticidad sinaptica, el desarrollo de circuitos y la cognicion (Hanson &
Schulman, 1992; Takemoto-Kimura et al., 2017).
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Algunas CaM quinasas multifuncionales

Proteina quinasa dependiente de Calcio y Calmodulina de tipo Il

Se conocen cuatro isoformas de la proteina CaMKII (a, B, y, 8), las cuales tienen un peso
molecular de entre 50 y 60 kDa (Skelding et al., 2011), y estan codificadas por genes
independientes (Hudmon & Schulman, 2002). Las isoformas CaMKlla y CaMKIIf son
especificas de cerebro, representando aproximadamente el 1% de proteina total a nivel del
cerebro y hasta el 2% en hipocampo (Braun & Schulman, 1995; Hudmon & Schulman, 2002).
CaMKIly y CaMKII® se expresan en el resto de los tejidos, pero en menor proporcion (Braun
& Schulman, 1995; Swulius & Waxham, 2008).

Los miembros de CaMKII se asocian en oligbmeros de 8 a 12 subunidades de monémeros
(Colomer & Means, 2007). En su estructura, el monémero de CaMKIl se compone de tres
dominios diferentes: el dominio N-terminal tiene una funcion catalitica, y alli es donde se
encuentra el sitio de unién al ATP. El dominio central presenta funcién reguladora; contiene
una secuencia pseudosustrato que, bajo condiciones basales, une y restringe el dominio
catalitico, y un sitio de unién al complejo CaM. Ademas, es donde se encuentran los sitios
susceptibles de fosforilacion (residuos de Ser/Thr que se encuentran dentro de un motivo
consenso) (Braun & Schulman, 1995) y también de oxidacion (residuos de Metionina (Met))
(Griffith, 2004; Takemoto-Kimura et al., 2017). El tercero es un dominio de asociacion variable,
cercano al extremo C-terminal, que le permite a los mondmeros de CaMKII asociarse entre

si o formar diversos complejos moleculares (Griffith, 2004; Couchonnal & Anderson, 2008).

La activacién de CaMKIIl estd mediada por la unién del complejo Ca2*/CaM que se une al
dominio regulador de la enzima (Hudmon & Schulman, 2002; Griffith, 2004), induciendo un
cambio de conformacion que provoca la liberaciobn del dominio catalitico del dominio
regulador, lo que permite la transferencia de un grupo fosfato a los sustratos (Lou et al.,1986).
Ademas, el cambio conformacional deja expuesto el resudio Thr-286/287, dependiendo de la
isoforma (Figura 3), cuya autofosforilacion permite que CaMKIl mantenga la actividad
catalitica en ausencia de Ca?* (Hudmon & Schulman, 2002; Griffith, 2004). De manera similar,
la oxidacion de los residuos de Met-281/282, previene la reasociacion de los dominios
catalitico y regulador incluso luego de la disociacion de CaM, convirtiendo a CaMKIl en una
sefial independiente de Ca2*/CaM (Hudmon & Schulman, 2002; Erickson et al., 2008). A su
vez, un sitio de autofosforilacion inhibitorio, Thr-306/307, se solapa con la secuencia de union
a Caz*/CaM, impidiendo la unién (Colbran, 1993).
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CaMKIl juega un rol importante en la transduccion de las sefiales en respuesta a cambios en
la concentracion del Ca2* intracelular (Swulius & Waxham, 2008). Algunas de sus funciones
implican la regulacion de procesos como la plasticidad sinptica (Swulius & Waxham, 2008),
mediando aspectos relacionados con el aprendizaje y la memoria (Takemoto-Kimura et al.,
2017). CaMKII constituye la principal proteina de la densidad postsinaptica en las espinas
dendriticas de neuronas excitatorias, jugando un papel critico, tanto estructural como
funcional, en estos sitios de plasticidad sinaptica, mediado por aumentos localizados en la
concentracion de Ca?* (Hudmond & Schulman, 2002; Takemoto-Kimura et al., 2017).
También se ha implicado un papel fundamental para CaMKIl en la fase temprana de la
potenciacién a largo plazo (LTP, por sus siglas en inglés). La induccion de LTP en el
hipocampo requiere la activacion de CaMKII (Soderling, 2000). A su vez, CaMKIl es una de
las quinasas que fosforila al factor de transcripcion CREB (proteina de union al elemento de
respuesta a AMPCc) en los residuos de serina (Ser) 133 y 142 (Fukunaga & Moriguchi, 2017),
interaccion particularmente importante para la plasticidad sinaptica en las neuronas, ya que
se promueve la expresion del factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF, por sus siglas
en inglés) (Cunha et al., 2010).

Por otra parte, CaMKIl ha sido implicada en la patofisiologia molecular de des6rdenes
afectivo/emocionales (Du et al., 2004). Se ha reportado que la sobreexpresion de la isoforma
a de CaMKIl en el prosencéfalo, conduce a un aumento en los comportamientos de tipo
ansioso (Hasegawa et al., 2009), y la exposicién a un estrés agudo (Unico) y repetido por
cuatro dias, pero no cronico (14 dias), aumenta los niveles de CaMKlla fosforilada (pCaMKlla)
en el hipocampo, sin afectar los niveles de CaMKII total. (Suenaga et al, 2004). En
contraparte, se ha reportado que la administracion de diazepam, un farmaco ansiolitico que
actla como modulador del sistema GABAérgico (GABA por acido gamma-amino butirico)
(Eghbali et al., 1997; Gorman, 2002) aumenta los niveles de pCaMKII en algunas regiones
del cerebro, como hipocampo y estriado (Michalak et al.,, 2020). De igual manera, el
tratamiento crénico con antidepresivos pertenecientes al grupo de inhibidores selectivos de
la recaptacion de serotonina (5-HT) y/o norepinefrina (NE) aumenta la actividad enzimatica
de CaMKIl, en hipocampo, debido a un aumento de la autofosforilacion de CaMKII en Thr286
(Celano et al, 2003; Tiraboschi et al, 2004a). Esto sugiere que la modulacién region especifica
de esta quinasa, podria estar vinculada a la ansiedad (Tran & Keely, 2016). Sin embargo, las
inconsistencias en los trabajos reportados indican que se requiere continuar con el analisis

de esta proteina en relacion a cambios en el perfil comportamental.

En relacion con la DM, se han encontrado escasos trabajos en los que se haya evaluado

CaMKIl a nivel del SNC. Se ha analizado principalmente el hipocampo en ratas con DM1
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inducida con STZ, encontrando resultados inconsistentes. Algunos trabajos reportaron una
reduccion de pCaMKIl (Liao et al., 2013; Thapak et al., 2020) y un aumento de CaMKII total
en hipocampo (Liao et al., 2013). Otros no detectaron cambios en la abundancia relativa de
CaMKIl (Di Luca et al., 1999; Gardoni et al., 2002). Por otra parte, se vio que la presencia de
CaMKIl es menor en el hipocampo de un modelo de DM2 en ratones (Gao et al., 2019). Por
lo tanto, es necesario continuar investigando para dilucidar si existe alguna relacion entre la

DM vy alteraciones en CaMKII.

Proteina quinasa dependiente de Calcio y Calmodulina de tipo IV

La proteina CaMKIV presenta dos isoformas codificadas por un Unico gen, a y B, las cuales
se expresan ambas como un monémero de 65-67 kDa (Colomer & Means, 2007; Swulius &
Waxham, 2008). En su estructura, presenta una secuencia N-terminal corta, seguida del
dominio catalitico, el dominio autorregulador, y un dominio C-terminal (Colomer & Means,
2007). Para su activacién, CaMKIV requiere de varios pasos (Figura 3). En primer lugar, debe
unirse a Ca?*/CaM (Anderson & Kane, 1998), ya que de esta manera se expone el bucle de
activacion de CaMKIV. Luego, este bucle es fosforilado por la proteina CaMKK en un residuo
de Thr especifico (Thr-200 en CaMKIV humano, Thr-196 en CaMKIV en ratones) (Chatila et
al., 1996; Tokumitsu & Soderling, 1996; Chow et al., 2005). Sin embargo, una vez fosforilada
por CaMKK, CaMKIV puede sufrir una autofosforilacion de su extremo N-terminal, rico en
Ser/Thr (Anderson & Kane, 1998). Este evento de autofosforilaciéon no sélo activa al maximo
CaMKI1V, sino que también genera actividad independiente de Ca2*/CaM (Chow et al., 2005;
Swulius & Waxham, 2008). Esto le permite a la quinasa retener su actividad, mas alla de la
duracion de una elevacion transitoria de Ca2* (Swulius & Waxham, 2008).

La CaMKIV se encuentra principalmente en el SNC (Sakagami et al., 1992; Ho et al., 2000;
Song et al., 2013). Se expresa en niveles elevados en las neuronas, donde generalmente
exhibe una localizacién nuclear, pudiendo también estar presente en el citosol (Jensen et al.,
1991; Nakamura et al., 1995; Song et al., 2013).

La CaMKIV es de particular interés en la sefializacién neuronal del Ca2* debido a su funcion
como activador transcripcional (Ho et al., 2000). Se transloca entre el citoplasma y el nacleo
en respuesta a estimulos celulares que generan un aumento del Ca2* intracelular (Bito et al.,
1996; Colomer & Means, 2007). Implicada en el aprendizaje y la memoria, asi como el
comportamiento emocional (Kasahara et al., 2001; Moriguchi et al., 2015), esta quinasa
fosforila y activa otras proteinas involucradas en la regulacion transcripcional, como la familia

CREB de factores de transcripcién (CREB, y el factor de transcripcion activador-1 o ATF-1);
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el factor de respuesta sérica (SRF); los coactivadores CBP (proteina de unién a CREB) y
P300, la sinapsina |, la proteina relacionada a Ras Rap1-b, la adenilil ciclasa neuronal de tipo
I, y la oncoproteina-18 (Anderson & Kane, 1998) y en la regulacion de la expresién de genes

neuronales (Kasahara et al., 2001; Bito et al., 1996).

Individuos que presentan sintomas de ansiedad son tratados con diferentes psicofarmacos,
entre ellos la fluoxetina, un inhibidor selectivo de la recaptacion de 5-HT (ISRS). En este
sentido, se ha reportado que el tratamiento con fluoxetina incrementa CaMKIV en algunas
regiones del cerebro en individuos sanos (Tiraboschi et al., 2004b). Por lo tanto, hay indicios
de que exista un vinculo entre una disminucién de CaMKIV y el comportamiento de ansiedad
y estrés manifestado en individuos diabéticos. Sin embargo, de acuerdo a nuestro
conocimiento no existen trabajos que hayan evaluado si CaMKIV se ve afectada en diferentes
regiones del cerebro en modelos animales de DM y si est& relacionada con cambios a nivel
comportamental en situaciones de estrés o ansiedad. A su vez, muy pocos trabajos han
analizado la distribucion de esta proteina en ratones sanos (Arrazola et al., 2009; Moriguchi
et al, 2014; Tang et al., 2021), y ho hemos encontrado trabajos donde se analice en modelos

animales de DM.

Proteina de unién al elemento de respuesta a AMP ciclico

El factor de transcripcion CREB es una proteina de 46 kDa localizada a nivel nuclear. CREB
pertenece a una familia de factores de transcripcion que forman homo- y heterodimeros
gracias a una serie de residuos de leucina, y se une al ADN mediante aminoéacidos basicos
adyacentes (Shaywitz & Greenberg, 1999). Es capaz de ser activado por diversas vias
metabdlicas, entre las cuales se encuentran la proteina quinasa A (PKA), la proteina activada
por mitégenos/kinasas regulada por sefales extracelulares (MAPK/ERKSs por sus siglas en
inglés), y CaMKs como CaMKI, CaMKIl o CaMKYV (Sheng et al., 1991; Shaywitz & Greenberg,
1999; Mayr & Montminy, 2001). Al ser activado, CREB es fosforilado (pCREB), se une a otro
pCREB o a otros factores de transcripcion de la familia CREB, como CREM (modulador del
elemento de respuesta a AMPc) o ATF-1 (Lonze and Ginty, 2002). Forman un dimero, el cual
se une al elemento de respuesta a AMPc (CRE por sus siglas en inglés) por un dominio de
tipo cremallera de leucina, y posteriormente puede reclutar otras proteinas co-activadoras
como la CBP, p300, y la ARN polimerasa Il (Pol Il) (Johannessen et al., 2004; Carlezon et al.,
2005; Chrivia et al., 1993; Kwok et al 1994), promoviendo la transcripcién de genes como c-
fos, Arc, Zif268 (Egr-1) y Bdnf (Tao et al., 1998; Shaywitz & Greenberg, 1999; Lonze & Ginty,
2002; Mantamadiotis et al., 2002). Se cree que son mas de 100 los genes diana sobre los

gue actua este factor de transcripcion (Lonze & Ginty, 2002), los cuales estéan involucrados
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en la neurotransmisién, la estructura celular, la transduccién de sefiales, la transcripcion y el
metabolismo (Mayr & Montminy, 2001), asi como la supervivencia celular, el aprendizaje y la

memoria, y el comportamiento emocional (Wu et al., 2008; Moriguchi et al., 2015).

Respecto a la fosforilacion de CREB, CaMKIV fosforila a CREB a nivel del residuo Ser-133,
mientras que CaMKII lo hace en Ser-133 y en un sitio adicional, que es Ser-142 (Sun et al
1994). Se sugiere que los efectos de esta fosforilacién adicional podrian ser la activacion de
diferentes programas de expresion génica (Blendy, 2006), o la inhibicion de la actividad
transcripcional de CREB (Sun et al., 1994). Una vez fosforilado, la actividad de CREB se
mantiene durante 2 a 4 horas, siendo posteriormente desfosforilado por las fosfatasas de
Ser/Thr PP1y PP2 (Hagiwara et al., 1992; Wadzinski et al., 1993).

Alteraciones en la abundancia de CREB o de su estado fosforilado han sido implicadas en
trastornos afectivo/emocionales como ansiedad o depresion, en una condicién no diabética,
y a su vez, se ha reportado que el tratamiento con ansioliticos o antidepresivos revierte esta
alteracion. Por ejemplo, ratones deficientes de CREB mostraron un aumento en los
comportamientos de tipo ansioso evaluados en pruebas como el Laberinto Elevado en Cruz
(Elevated Pluz Maze, EPM) y el Campo Abierto (Open Field, OF) (Valverde et al., 2004). Por
otro lado, algunos trabajos detectaron un aumento de la relacion pCREB/CREB en el
hipocampo y la corteza prefrontal de roedores tratados con fluoxetina, respecto a aquellos
sanos no tratados (Tiraboschi et al., 2004b, Kong et al., 2009; Tardito et al., 2009). A su vez,
Song et al. (2013) encontraron que la fosforilacion de CREB fue menor en ratones deficientes

de CaMKIV tratados con fluoxetina.

Factor neurotréfico derivado del cerebro

La neurotrofina BDNF es una proteina que se sintetiza inicialmente como un precursor, la
proteina pre-proBDNF, la cual, luego de ser clivada, resulta en la proteina proBDNF de 32
kDa. ProBDNF también es clivada proteoliticamente por enzimas intracelulares como la furina
0 proconvertasas, y se secreta como la proteina BDNF madura (mMBDNF) de 14 kDa. También
puede primero ser secreteda como proBDNF y posteriormente clivada por proteasas
extracelulares, como la plasmina o metaloproteinasas, para dar mBDNF (Lessmann et al.,
2003).

La proteina BDNF se expresa en las células del cerebro y médula espinal (Nakagomi et al.,
2015; Yang et al., 2018). Es esencial para el mantenimiento de las funciones neuronales,

incluyendo la plasticidad sinaptica y desempefia, ademdas, un rol clave en procesos
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fisiologicos y morfologicos relacionados con el aprendizaje y la memoria, asi como en los
trastornos de estados emocionales (Thoenen, 1995; Figurov et al., 1996; Nitta et al., 2002;
Shin et al., 2019). BDNF actua sobre el receptor TrkB, activando de esta manera distintas
vias de sefalizacion involucradas en diversos procesos celulares que no soélo regulan la
neurogénesis promoviendo el crecimiento y la proliferacién, sino que también regulan la
apoptosis y sobrevivencia neuronal, por lo que su ausencia es nociva para el correcto
funcionamiento del cerebro (Thoenen, 1995; Figurov et al., 1996; Nitta et al., 2002; Shin et
al., 2019).

Se ha reportado que la exposicion aguda o crénica al estrés en animales no diabéticos
disminuye la cantidad relativa de BDNF en el hipocampo (Smith et al., 1995; Duman &
Monteggia, 2006), mientras que la aumenta en el hipotdlamo (Liu et al., 2020). Ademas, los
niveles de BDNF en el hipocampo se ven disminuidos en pacientes adultos con depresion
(Nestler at al., 2002). De hecho, la administracién cronica de diferentes clases de
antidepresivos aumenta BDNF en hipocampo y corteza prefrontal (Duman et al., 1997; Duman
et al., 2000; Andero et al., 2014). A su vez, tratamientos antidepresivos bloquean la regulacion
a la baja de BDNF provocada por el estrés (Duman, 2002). En relacion a lo anterior, Chen et
al. (2001) analizaron por inmunhistoquimica la proteina BDNF en muestras postmortem de
hipocampo de pacientes con trastornos psquiatricos, y encontraron un aumento en los niveles

de esta neurotrofina en aquellos que habian sido tratados con antidepresivos.

El perfil comportamental de los animales diabéticos también podria estar relacionado con
alteraciones en estas moléculas de sefializacion celular. Sin embargo, se han reportado
pocos trabajos que las analicen en modelos animales de DM. Algunos trabajos muestran una
disminucion en los niveles proteicos o de ARN mensajero de BDNF y CREB, asi como en los
niveles de pCREB en modelos de DM en ratones, en diferentes regiones del cerebro
vinculadas con la ansiedad, principalemente en la corteza prefrontal, o el hipocampo, o de
BDNF en el hipotalamo (Stranahan et al., 2011; Wang et al., 2016; Patel et al., 2018; Tang et
al., 2018; Zborowski et al., 2019; Wu et al., 2020). Se han reportado resultados similares en
modelos de DM en ratas (Nitta et al., 2002; Kumar et al., 2010; Ma at al., 2011; Datusalia &
Sharma, 2014; Ripoli et al., 2020; Thapak et al., 2020). Sin embargo, no se ha evaluado CREB

en la amigdala o el hipotalamo de modelos animales de DM.
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Hipotesis

El perfil comportamental de tipo ansioso en el modelo murino de DM1 inducida por STZ se
acompafa de cambios en la inmunodeteccion de CaMKIl, CaMKIV, CREB, pCREBser-133) Y
BDNF en diferentes regiones del cerebro que estan implicadas en la regulacion de la

ansiedad.

Objetivos

Objetivo general

Determinar si ratones inyectados con STZ presentan comportamientos de tipo ansioso y
muestran alteraciones en la abundancia relativa de proteinas de sefializacion celular (CaMKiIl,
CaMKIV, CREB y su estado fosforilado pCREBser-133, Y BDNF) en diferentes regiones del
cerebro vinculadas con la ansiedad, comparado con ratones no diabéticos.

Obijetivos especificos

Comparar entre ratones inyectados con STZ y ratones control:

e Variables fisiologicas: glicemia y peso corporal.

e Parametros comportamentales medidos en pruebas de ansiedad: prueba de
Campo Abierto (OF) y Laberinto Elevado en Cruz (EPM).

e Abundancia relativa de las proteinas CaMKII, CaMKIV, CREB pCREBser-133), Y
BDNF en homogeneizados de muestras de hipocampo, amigdala, corteza frontal-
prefrontal e hipotalamo, mediante Western blot.

¢ Distribucion de la proteina CaMKIV en cortes histologicos de hipocampo, mediante

inmunofluorescencia y Microscopia Laser Confocal.

26



Materiales y métodos

El protocolo de experimentacion fue aprobado por el Comité de Etica en el Uso de Animales
(CEUA-IIBCE, Ministerio de Educacién y Cultura, Uruguay, numero de protocolo:
004/11/2020) de acuerdo con la legislacion nacional. El trabajo fue realizado en el Instituto de
Investigaciones Biolégicas Clemente Estable (IIBCE), y en el Institut Pasteur Montevideo,

Montevideo, Uruguay.

Mantenimiento de animales

Se utilizaron 24 ratones macho de la especie Mus musculus de la cepa CD1, los cuales fueron
mantenidos en un ambiente controlado a 22 + 2°C, en un ciclo de 12 horas luz/oscuridad
(horas de luz de 7:00 am a 7:00 pm), con libre acceso a alimento balanceado y agua. Los
ratones fueron destetados a los 21 dias de edad y agrupados de a cuatro a seis animales por
caja.

Induccion de diabetes y determinacion de glicemia y peso corporal

Como se muestra en la Figura 4, la DM1 fue inducida en los ratones a los 45 dias de edad
(n= 12) mediante una Unica inyeccion intraperitoneal de STZ (150 mg/5 mL/kg, en 0.1 mM
buffer citrato salino, pH 4.5, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA). La STZ genera
necrosis selectiva en las células B del pancreas, productoras de insulina, ocasionando un
estado de hiperglicemia crénico por ausencia de insulina. Este modelo de induccion de DM1
por administracion de STZ ya ha sido usado y validado en el laboratorio (Benech et al., 2014;
Damiéan et al., 2014). El grupo control (GC, n= 12) fue inyectado solamente con buffer citrato
salino (vehiculo). Previo a la inyeccién de STZ o buffer citrato, los niveles de glicemia se
encontraron dentro del rango normal en todos los animales. Las muestras de sangre fueron
obtenidas de la vena de la cola durante un estado de no ayuno, y para medir la glicemia se
utilizo el dispositivo Accu-Chek Active system (Roche, Mannheim, Germany). Luego de la
inyeccion de STZ o buffer, y de manera semanal, se verificaron los niveles de glicemia hasta
la confirmacion de la DM. Aquellos ratones que mostraron niveles de glicemia mayores a 250
mg/dL fueron considerados diabéticos (GD: grupo diabético). A partir de la confirmacién de la
DM (aproximadamente 15 dias luego de la inyeccion de STZ), los animales se mantuvieron
sin ningun tratamiento durante 90 dias. Los niveles de glicemia también fueron registrados al
momento de la eutanasia, donde se detecté que un 91,4% de los ratones inyectados con STZ

tuvo hiperglicemia, mientras que un 93,8% de los animales control mantuvo niveles de
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glicemia por debajo de 250 mg/dL. Agquellos animales que no se encontraron dentro del rango
de glicemia esperado para cada grupo, no fueron utilizados para los procedimientos
posteriores. El dispositivo de medicion de glicemia tiene un limite maximo de deteccién de
600 mg/dL. Aquellos animales inyectados con STZ que, al momento de medir la glicemia,
superararon dicho limite, se les consideré como medicién el valor maximo de deteccién. El

peso corporal fue medido y registrado mensualmente, desde el dia de la inyeccion hasta la

eutanasia.
[ Buffer citrato [Estreptozotocina
salino (vehiculo) (150 mg/kg)

GRUPO GRUPO
CONTROL DIABETICO

-

Ratones macho (CD1
45 dias de ed(ad ) PruebasC:;;gn;g?erftaom‘\ento:
- (h=12)
Laberinto elevado en cruz

(n=12)
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Tiempo 0 0.5 1 1.5 2 25 3 35
post-inyeccién 1

s | . |

y

Medida de Medida de Medida de Medida de Medida de
glicemia y peso corporal peso corporal peso corporal glicemia y
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Establecimiento de
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condicién diabética
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(Western blot ]  [Inmunofluorescencia)
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Figura 4. Linea temporal de protocolo experimental. La linea punteada amarilla indica el tiempo en el que se
considera que los animales mantuvieron la condicion diabética modelo (por induccién con STZ), desde el momento
de la constatacion de la hiperglicemia y hasta la eutanasia (3 meses), sin ningln tratamiento antidiabético.

Pruebas de comportamiento

Los animales fueron llevados a la sala de experimentacién dos horas antes de realizar las
pruebas de comportamiento para permitir que se aclimaten al ambiente. El cuarto
experimental se mantuvo a una temperatura controlada de 22 + 2°C. Unos 3-4 dias previo a
la eutanasia (cercano a que se cumplieran 90 dias desde la confirmacion de la DM), se
realizaron las pruebas OF y EPM a los animales de ambos grupos. El EPM se realiz6 dos

dias luego del OF, de acuerdo con Damian et al. (2014; 2021). Ambas pruebas de
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comportamiento se realizaron en horas de luz (entre las 9:00 y las 12:00 hs), y fueron

registradas utilizando una camara Sony HD para andlisis posteriores.

Prueba de Campo Abierto

Una de las pruebas mas utilizadas para evaluar cambios en el perfil comportamental en
modelos animales, relacionados con la ansiedad, es el OF (Sestakova et al., 2013). El OF ha
sido ampliamente utilizado en los experimentos de Hall (1934, 1936), quien fue el primero en
desarrollarlos y describirlos para estudiar el comportamiento en situaciones de estrés del
aislamiento social, en un ambiente novedoso e inevitable, en donde se pueden observar
comportamientos de tipo ansioso en roedores (ratas y ratones) (Suarez & Gallup, 1981; Prut
& Belzung, 2003). El OF consiste en una jaula cuadrada de plexiglas (35 x 35 x 40 cm) con
paredes para minimizar la luz y el ruido exterior. Los animales se colocaron individualmente
en el centro del OF y se los permitié mover libremente durante un periodo de 10 minutos. Los
comportamientos medidos fueron frecuencia y tiempo haciendo grooming y freezing,
frecuencia de rearings y defecaciones, que se describen en la Tabla 2 y Figura 5. La
informacion de locomocion fue registrada automaticamente por una cAmara conectada a una
computadora equipada con el software EthoVision XT 7.0 (Noldus, Wageningen, The
Netherlands), e incluy6 los siguientes parametros: distancia recorrida (cm), tiempo (s) de
permanencia en la zona central (region de 12 x 12 cm) respecto al punto central (PC;
centro/PC), y en la periferia (regién de 5 cm en el margen exterior de la caja) respecto al PC
(periferia/PC), y velocidad media (cm/s) Luego de la monitorizacién del comportamiento, el

OF se limpié con una solucion de etanol al 70% y se dejo secar entre cada animal.

Prueba de Laberinto Elevado en Cruz

Otra prueba comportamental muy utilizada es EPM (Sestakova et al., 2013). En esta prueba,
la evitacion de los espacios abiertos y el comportamiento exploratorio de los roedores, genera
un conflicto que subyace la necesidad del animal de explorar el entorno desconocido en
contraposicion a su peligro potencial (Pellow et al., 1985; Mora Gallegos & Salas, 2014). El
EPM consiste en dos brazos abiertos (BA; 30 x 5 cm) y dos brazos cerrados (BC; 30 x 5 cm,
con paredes de 15 cm de altura) que se encuentran extendidos en forma de cruz, desde una
plataforma central. El aparato, hecho de madera, se encontraba elevado 40 cm del suelo. Los
ratones se colocaron en la plataforma central del EPM (5 x 5 cm), mirando hacia un brazo
cerrado y se le permiti6 explorar el laberinto durante 5 minutos. Los parametros
comportamentales medidos fueron frecuencia de entradas y tiempo en BC y BA, y el nimero

de entradas a los BA en relacion al nUmero total de entradas a ambos brazos (BA/BT), asi
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como a las entradas a los BC (BA/BC). Ademas, se midi6 la frecuencia de grooming, rearing

y freezing, y las defecaciones.

Tabla 2. Lista de comportamientos evaluados en las pruebas de comportamiento.

Comportamiento Descripcion

Grooming El animal se acicala su piel o cola con su boca o0 sus miembros anteriores.

Freezing El animal permanece inmavil, con tensidbn muscular evidente.

Rearing El animal se para con sus miembros posteriores sin tocar las paredes de la
caja, 0 se apoya contra las paredes con sus miembros anteriores.

Defecacion Bolos fecales producidos.

Figura 5. Comportamientos evaluados en pruebas de Campo Abierto y Laberinto Elevado en Cruz. En el
comportamiento de grooming (A, B y C), los ratones se acicalan la nariz/cara (movimientos a lo largo del hocico),
su cabeza (movimientos semicirculares sobre la parte superior de su cabeza y detras de las orejas) y su cola;
realizan el aseo del cuerpo lamiendo el pelaje del cuerpo, ya sea con su boca o con sus patas delanteras. El
freezing (D y E), se caracteriza por una postura agazapada, sin movimiento, excepto para el movimiento
respiratorio. El rearing (F y G), consiste en el animal apoyandose en ambas patas traseras en posicion vertical.
Iméagenes propias.

Obtencién de muestras

Luego de 90 dias desde la confirmacion de la DM (3-4 dias post-pruebas de comportamiento),
se realiz6 la eutanasia de los ratones por dislocacion cervical. Las muestras de cerebro fueron
congeladas a -80°C directamente luego de extraidas. Al momento de su utilizacion, se

procedi6 a realizar la diseccion con bisturi de las diferentes regiones a analizar: hipocampo,
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amigdala, corteza frontal-prefrontal e hipotalamo. Para obtener dichas muestras se utilizaron
como guia el atlas de anatomia e histologia comparada de Treuting et al. (2017), y el atlas
estereotaxico Paxinos & Franklin (2001). Para la obtencion de amigdala e hipotalamo
(regiones demarcadas en figura 6B y C), se extrajo tejido de la parte ventral del cerebro en la
region marcada entre los planos 4 y 5 de la Figura 6A. Para extraer el hipocampo, se introdujo
una espatula debajo del corpus callosum y la corteza, para remover el tejido que se
encontraba sobre el hipocampo (tadlamo, septum y striatum subyacente). El hipocampo visible
fue removido con espatula (Figura 6B) y separado del resto de tejido. La corteza frontal-
prefrontal fue obtenida extrayendo tejido desde bregma 2,8 mm a bregma -0,34 mm, como

se muestra en los esquemas de las Figuras 6D y E,

E Coronal
. > : ' o

FIGURE 07

Interaural 6.60 mm Bregma 2.80 mm Interaural 3.46 mm Bregma -0.34 mm

1 2 1 ° 1 2 3

Sagittal Sagittal

Figura 6. (A) Vista dorsal de cerebro de raton. (B) Imagenes de cortes coronales de cerebro de raton en planos 4
y 5 (indicados en A) donde se muestran las regiones utilizadas para andlisis por Western blot: amigdala,
hipocampo e hipotalamo. (C) Vista ventral de cerebro de ratén. Flechas indican las regiones amigdala e
hipotalamo. (D) y (E) Esquemas de corte coronal en bregma 2,8 mm y -0.34 mm, respectivamente. En esquina
superior izquierda de ambos esquemas se indica coloreada region de corteza frontal-prefrontal utilizada para
analisis por Western Blot. Abreviaturas: A, amigdala; Hip, hipocampo; Hy, hipotdlamo. Imagenes A y B tomadas
de Treuting et al., 2017. Imagen C tomada de Ruberte et al., 2017. Imagenes D y E tomadas de Paxinos & Franklin,
2001.
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Homogeneizados

Para que ocurra la liberacion del contenido celular y solubilizar las proteinas, se realizaron
homogenizados en homogenizadores de vidrio de 500 uL (Kimble Chase, USA), en una
relacion de 1 g de tejido/10 mL buffer de lisis (Tris 20 mM, NaCl 150 mM, Triton X-100 2%,
glicerol 10%, SDS 0.1%, EGTA 1 mM, NaF 10 mM, PMSF 1 mM, ortovanadato de sodio 1
mM, beta-glicerol fosfato 50 mM y cocktail inhibidor de proteasas 1X (SIGMA-ALDRICH Co,
St Louis, MO, USA)). Las muestras fueron centrifugadas durante 10 minutos a 15000 g.
Finalmente, el sobrenadante fue sonicado 2 veces por 3 segundos a % duty cycle 40 y output
control - micro tip limit 4 (Ultrasonic Homogenizer 4710 Series, Cole Parmer Instrument Co,
Chicago, IL, USA).

Cuantificacion de proteinas totales

La concentracion de proteinas totales fue determinada por el ensayo de Bradford (1976). Para
esto se realizé una curva de calibracién con distintas concentraciones conocidas de albumina
sérica bovina (BSA) a partir de una solucién stock de concentracion 0.1 mg/mL. Para cada
uno de los homogeneizados se realiz6 una dilucion 1/1000. Tanto a las muestras de la curva
de calibracion como a las diluciones de las muestras de concentracion a determinar, se les
agregd 200 uL de reactivo de Bradford, completando un volumen final de 1 mL con agua
miliQ. Se dejo reaccionar minimo 5 minutos y se midié la absorbancia a 595 nm en un
espectrofotbmetro UV-V -ZUZI MOD. 4418/2. A partir de la ecuacion de la recta, y luego de
multiplicar por el factor de dilucién correspondiente, se obtuvo un valor promedio de

concentracion proteica para cada muestra.

SDS-PAGE

Se afiadio a las muestras buffer Laemmli 5x (Tris 0,3125 M, SDS 10%, B-mercaptoetanol
25%, glicerol 50%, azul de bromofenol 0.1%), las cuales luego fueron calentadas a 95°C por
5 minutos. Se sembraron 50 ug de proteinas totales de cada una de las muestras (controles
y diabéticos, n= 6-8 de cada condicion) en geles de poliacrilamida al 10%. Como referencia
de los pesos moleculares se utilizé el marcador estandar de peso molecular Precision Plus
Protein WesternC Standards (161-0376, Bio-Rad Laboratories, Inc). Se realiz6 una
electroforesis desnaturalizante y en condiciones reductoras, a 30 mA en cubas de
electroforesis Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories, Inc, Hércules, CA, USA). El buffer de corrida
contiene: Tris 25 mM, glicina 190 mM, SDS 0.1%.
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Western blot

Luego de ser corridas por SDS-PAGE, las proteinas fueron transferidas a membranas de
difluoruro de polivinildeno (PVDF), a la cual previamente se la traté con metanol por 5 minutos,
y luego con buffer de transferencia por 10 minutos. Se armé el “sandwich” sumergido en buffer
de transferencia, en orden de polo negativo a polo positivo: esponja/papel de
filtro/gel/membrana/papel de filtro/esponja, evitando que queden burbujas entre el gel y la
membrana. Se coloc6 en el dispositivo, y se transfirié 1 hora y 15 minutos a 4°C y 400 mA. El
buffer de transferencia contiene: Tris 25 mM, glicina 190 mM, SDS 0.1%, metanol 20%.

Las membranas fueron bloqueadas con leche descremada al 5% en buffer Tris salino 1x con
Tween 0.2% (TBS-T) por 30 min a temperatura ambiente (TA) y en agitacién. Las membranas
fueron posteriormente incubadas overnight a 4°C y en agitacion con anticuerpos anti BDNF
(1:2000 dil., ab226843, Abcam), CREB (1:500 dil., ab31387, Abcam), pCREB (S133, 1:500
dil., ab32096, Abcam), CaMKIV (1:2000 dil., 4032, Cell Signaling), CaMKII (pan, 1:750 dil.,
3362, Cell Signaling) o GAPDH (1:15000 dil., ab181602, Abcam) en TBS-Tween 0.2% + BSA
2%. Las membranas fueron lavadas con TBS-Tween 0.2% y luego incubadas con el
anticuerpo secundario anti-rabbit HRP (1:5000 dil., A0545, Sigma Aldrich) o anti-rabbit Alexa
Fluor488 (1:2000 dil., Ab150077, Abcam) en TBS-Tween 0.2% durante 1 hora a temperatura
ambiente (TA) y en agitacion. Se realizaron lavados con TBS-T de 10 minutos entre cada
paso, a TA y en agitacion. La sefial se desarroll6 utilizando SuperSignal West Pico Plus
Chemiluminiscent Substrate (Thermo Scientific, USA) y se detectaron las bandas por
guimioluminiscencia para el caso de las membranas incubadas con el anticuerpo secundario
anti-rabbit HRP. Aquellas membranas incubadas con el anticuerpo secundario anti-rabbit
Alexa Fluor488, las bandas se detectaron excitando a 488 nm con el dispositivo High
Performance Luminescent Image Analyser (FLA-9000 Fujifilm). Se realiz6 como control
negativo, la incubacion solamente con anticuerpo secundario de una membrana a la cual se
habia realizado la transferencia de las proteinas desde el gel. La cuantificacién de las bandas
fue llevada a cabo por densitometria utilizando el programa Image J (NIH, USA). Los valores
obtenidos fueron normalizados con los del control de carga GAPDH (excepto el
correspondiente a pCREB que fue comparado en relacion a CREB total), y expresados en
unidades arbitrarias (UA). EIl GAPDH ya ha sido utilizado en otros trabajos como control de
carga, donde se ha reportado que la cantidad de dicha enzima no se ve afectada por la DM
(Jung et al.,2010; Patel et al., 2018; Yuan et al., 2019; Liu et al., 2020). A su vez, se realiz0
una normalizacion entre membranas, ya que todas las muestras sembradas fueron

normalizadas en funcién de una muestra control.
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Cortes histologicos e inmunofluorescencia

Las muestras de cerebro fueron conservadas en PFA 10% a 4°C hasta su utilizacion. Se
realizaron cortes coronales de 30 um de grosor (n= 3 de cada condicion) en vibratomo (de
caudal a rostral, bregma -2.8 mm a bregma -1.9 mm segun Paxinos & Franklin, 2001.), a los
cuales se les realizaron lavados con glicina 100 mM en PBS 1x. Los cortes fueron
permeabilizados con Tritbn X-100 0.3% en PBS 1X por 24 hs a 4 °C en agitacion.
Posteriormente fueron bloqueados con BSA 1% + glicina 100 mM en PBS 1x a TA en
agitacion. Luego se incubaron con el anticuerpo primario anti CaMKIV (1:100 dil., C2851,
Sigma) overnight a 4 °C y en agitacion. Luego de realizar lavados con PBS 1x, se incubé con
el anticuerpo secundario Dylight 650 (1:200 dil., ab96922, Abcam) + DAPI 1 pg/mL, durante
1 hora a TA en agitacién. Se realizaron lavados con PBS 1x y se montaron los preparados.

Se llevé a cabo un control negativo incubando sélo con anticuerpo secundario.

Microscopia Laser Confocal

Las imagenes fueron adquiridas con objetivos 20x (aire; AN=0,5), excitando la muestra a la
longitud de onda de 640 nm para la deteccion de CaMKIV y a 405 nm para detectar DAPI,
mediante el Microscopio Laser Confocal ZEISS modelo LSM 800 — AiryScan con cdmara de
Epifluorescencia Color 506. Se utilizaron 3 animales de cada condicion (GC y GD). Se
realizaron stacks de imagenes en el plano z cada 2 um, y a su vez se llevé a cabo una
reconstruccion del hipocampo realizando un tile scan, el cual fue analizado en 3 cortes de
cada muestra. Las imagenes fueron obtenidas teniendo en cuenta aplicar la misma exposicion
para cada una de las capturas (obtenido en base al background observado en el control
negativo). Se llevé a cabo una aproximacién preliminar, realizando un andlisis descriptivo de
la localizacion de CaMKIV en las distintas regiones del hipocampo, comparando entre los
animales del GD y el GC (3 animales de cada grupo). Como guia se utiliz6 el Atlas Allen de
cerebro de raton del Allen Institute for Brain Science disponible en https://mouse.brain-

map.org.

Andlisis estadistico

Los parametros comportamentales y la cuantificacion de proteinas que no seguian una
distribucion normal fueron comparados entre los ratones pertenecientes al GC y GD utilizando
el test U de Mann— Whitney. Aquellos que si seguian una distribucién normal, asi como la
glicemia, fueron comparados utilizando el test t de Student para datos no pareados. El peso

corporal fue analizado con un ANOVA para muestras repetidas utilizando el procedimiento
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PROC MIXED de SAS (SAS University Edition). El modelo estadistico incluyé el grupo (GC o
GD), el tiempo (meses), y la interaccién entre grupo y tiempo como efectos fijos. Los ratones
de cada grupo fueron considerados como un efecto aleatorio. Comparaciones post hoc fueron
realizadas por el test de Tukey. Los datos fueron expresados como la media * error estandar
de la media (EEM) o como la mediana y el rango intercuartilico. Los resultados fueron

considerados significativos con un a < 0,05 y se consideré tendencia con 0,05 > a < 0,1.
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Resultados

Variables fisiol6gicas
Glicemia

Transcurridos 90 dias luego de que la hiperglicemia habia sido confirmada, el GD present6
niveles de glicemia mayores a 250 mg/dL, los cuales fueron significativamente diferentes al
GC (GD: 593,9 + 4,5 mg/dL vs. GC:143,1 + 6,4 mg/dL; T2, 12= 57,67; P< 0.0001) (Figura 7A).

Peso corporal

Hubo un efecto significativo de grupo (Fq, 10= 8,49; P= 0,016) e interaccion entre grupo y
tiempo (Fu, 39= 3,21; P=0,02) en el peso corporal (Figura 7B). Al comienzo del experimento
todos los ratones registraron un peso corporal similar. Sin embargo, a lo largo de los meses
se detectd que los ratones pertenecientes al GD tuvieron un menor aumento en el peso
corporal que los ratones del GC, como se evidencia a los meses 3y 3,5 luego de comenzar
el experimento. El peso corporal de todos los animales cambio a lo largo del tiempo (Fa, 39=
10,25; P< 0,0001), el cual aument6 desde el mes 0 al 3 (P< 0,0001), manteniéndose sin

diferencias entre los meses 3y 3,5 (Figura 7B).
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Figura 7. (A) Niveles de glicemia (mg/dL, media + EEM) al momento de la eutanasia de los animales inyectados
con vehiculo (GC: grupo control; n=12) o STZ (GD: grupo diabético; n= 12). Diferentes letras entre grupos indican
diferencias significativas (P< 0,0001). (B) Peso corporal (g, media = EEM) en el GC y GD a lo largo del tiempo
post-inyeccion (meses). Tiempo 0 es el dia de la inyeccién de STZ (GD) o vehiculo (GC). Diferentes letras entre
meses indican diferencias significativas (P< 0,001). Asteriscos indican diferencias entre el GD y el GC en el mismo
tiempo (meses): *P< 0,05; *** P< 0,001.
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Parametros de comportamiento

Prueba de Campo Abierto

La distancia recorrida (T, 1= 0,631; P= 0,535), la velocidad media (T, 1= 0,631; P=
0,535), asi como el tiempo de permanencia en la zona central (Uq1, 12= 53; P= 0,449) y zona
periférica (Ta1, 12= 0,909; P= 0,374) no mostraron diferencias entre grupos (Figura 8A, B, C,
D, respectivamente). Los animales del GD tuvieron una menor frecuencia de grooming (T2,
12= 2,448; P=0,02; Figura 8G) y tendieron a tener una mayor frecuencia de freezing respecto
al GC (T2, 12= 1,674; P=0,1; Figura 8I). Sin embargo, no hubo diferencias entre grupos en
la frecuencia de rearing (T2, 12= 0,151; P= 0,881; Figura 8H). Se detect6 una tendencia a
estar menos tiempo haciendo grooming (T2, 12= 1,952; P= 0,06; Figura 8E) y mas tiempo
haciendo freezing (U, 12= 42; P= 0,08; Figura 8F) en el GD respecto al GC. No se
evidenciaron diferencias significativas en el nimero de defecaciones realizadas entre los GD
y GC (T2 12= 0,230; P=0,820; Figura 10A).
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Figura 8. Parametros medidos durante la prueba de Campo Abierto: distancia recorrida (A), velocidad (B), tiempo
de permanencia (s) en la zona central (centro/PC) (C), y la zona periférica (periferia/PC) (D), tiempo haciendo
grooming (E), y freezing (F), y frecuencia de grooming (G), rearing (H) y freezing (I) se muestran como box plot
(cada box representa el percentil 25-75, y la linea horizontal que atraviesa el box es la mediana: el percentil 50, y
las lineas que se extienden abajo y arriba de cada box representan el percentil 10 y 90 indicando el rango de
datos; * representa la media) en ratones control (GC: barras grises; n= 12) y diabético (GD: barras blancas; n=
12).

Prueba de Laberinto Elevado en Cruz

El tiempo de permanencia y la frecuencia de entradas a los BA fueron significativamente

menores en el GD en relacion al GC (Uqz, 12= 29; P= 0,01 y U= 36; P= 0,03, respectivamente;
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Tiempo en BA (s)

BA/BT

Figura 9A y B). Los animales pertenecientes al GD tendieron a pasar mas tiempo en los BC
en comparacion con los del GC (T2, 12= 2,011; P= 0,06; Figura 9C). Sin embargo, no se
encontraron diferencias en la frecuencia de entradas a los BC (T2, 12= 0,170; P= 0,866;
Figura 9D). Tampoco se encontraron diferencias en el nimero total de entradas a ambos
brazos (brazos totales o BT= BA+BC) entre el GD y el GC (Tu2,12= 0,979; P= 0,338; Figura
9E). Los ratones del GD tuvieron una mayor frecuencia en el numero de entradas a los BA
en relacion a BT (BA/BT) respecto a los ratones del GC (T2, 12= 3,119; P= 0,005; Figura 9F),
asi como en el numero de entradas a los BA en relacion a los BC (BA/BC) respecto al GC
(Taza2= 3,074; P= 0,006; Figura 9G). No se encontraron diferencias entre grupos en la
frecuencia de grooming (T2, 11)= 1,008; P= 0,325; Figura 9H), rearing (U2, 12= 64; P= 0,659;
Figura 9l) o freezing (Ugg= 29,50; P> 0,999; Figura 9J). No se evidenciaron diferencias
significativas en el numero de defecaciones realizadas entre los GD y GC (Uaz, 9= 13; P=
0,849; Figura 10B).
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Figura 9. Tiempo de permanencia y frecuencia de entradas a los brazos abiertos (BA; Ay B, respectivamente) y
brazos cerrados (BC; C y D, respectivamente), total de entradas a BA y BC (BT= BA+BC; E), nimero de entradas
a los BA en relacién al nimero total de entradas a ambos brazos (BA/BT; F), nimero de entradas a los BA en
relacion a las entradas a los BC (BA/BC; G), y frecuencia de grooming (H), rearing (l) y freezing (J) medido en la
prueba de Laberinto Elevado en Cruz se muestran como box plot (cada box representa el percentil 25-75, y la
linea horizontal que atraviesa el box es la mediana: percentil 50, y las lineas que se extienden debajo y arriba de
cada box representan el percentil 10 y 90 indicando el rango de datos; * representa la media) en ratones del grupo

control (GC: barras grises; n= 12) y diabético (GD: barras blancas; n= 12).
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Figura 10. Namero de defecaciones realizadas en pruebas de Campo Abierto (A; OF: Open Field) y Laberinto
Elevado en Cruz (B; EPM: Elevated Plus Maze): se muestran como box plot (cada box representa el percentil 25—
75, y la linea horizontal que atraviesa el box es la mediana: percentil 50, y las lineas que se extienden debajo y
arriba de cada box representan el percentil 10 y 90 indicando el rango de datos; + representa la media) en ratones
del grupo control (GC: barras grises; n=12) y diabético (GD: barras blancas, n= 12).

Determinacion de proteinas de sefializacion

Inmunodeteccion de proteinas en el hipocampo

La cantidad relativa de CaMKIV hipocampal fue menor en los ratones del GD en comparacion
alos del GC (U, 8= 5; P=0,01; Figura 11A). Sin embargo, no se encontraron diferencias en
la abundancia relativa de CaMKlla (U, 7= 0,9; P= 0,412), CaMKIIB (Uga, 7= 14; P > 0,9999),
CREB (T, 8= 0,9599; P= 0,356), pPCREB/CREB (T, = 0,691; P= 0,504) o BDNF (T, 8=
0,730; P=0,479) entre grupos en esta region (Figura 11A y C).

Inmunodeteccion de proteinas en la amigdala

Respecto a la amigdala (Figura 11B y D), solamente se encontraron diferencias en la cantidad
retaltiva de CREB, la cual fue mayor en los ratones del GD en comparacion con ratones del
GC (T@, = 2,591; P=0,02). La presencia de CaMKlla (T¢z, 4= 1,028; P=0,331), CaMKIIB (T,
»= 0,231; P= 0,823), CaMKIV (Ug g= 20; P= 0,397), CaMKIl (T= 0,189; P= 0,854),
pCREB/CREB (T 6= 1,543; P= 0,151) y BDNF (T g= 0,772; P= 0,453) no mostraron
diferencias entre grupos.
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Inmunodeteccidn de proteinas en la corteza frontal-prefrontal

En la corteza frontal-prefrontal (Figura 12A y C) no se encontraron diferencias entre grupos
en la cantidad relativa de CaMKlla (T= 0,457; P= 0,656), CaMKIV (U, 8= 26; P= 0,867),
CaMKlla (T, = 0,309; P= 0,762), CREB (T¢, §=1,346; P= 0,201), pCREB/CREB (T,
8=1,048; P=0,314), ni BDNF (T(7, 8= 0,467; P= 0,648). No se detectaron bandas en el peso
molecular correspondiente a CaMKIIp.

Inmunodeteccion de proteinas en el hipotalamo

Un aumento en la abundancia relativa de CREB (T, g= 3,532; P= 0,004) y una disminucion
de la relacion pCREB/CREB (T, = 2,414; P= 0,03) se encontré en el hipotalamo de los
ratones pertenecientes al GD (Figura 12B y D), asi como una tendencia a aumentar la
cantidad relativa de BDNF respecto al GC (T, = 1,843; P= 0,09). No se encontraron
diferencias entre grupos en la presencia de CaMKlla (T« 6= 0,1562; P= 0,879) o CaMKIV
(U, = 24; P= 0,694) en dicha region. No se detectaron bandas en el peso molecular

correspondiente a CaMKIIp.
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Figura 11. Imagenes representativas de Western blots en hipocampo (a) y amigdala (b) de ratones inyectados
con STZ luego de 90 dias de hiperglicemia sin tratamiento (GD: grupo diabético), o vehiculo (GC: grupo control).
Inmunodeteccién de proteinas (media + EEM) en hipocampo (A) y amigdala (B) del GD (barras blancas) o GC
(barras grises). n= 6-8 de cada condicion. La cantidad de las proteinas fue cuantificada en relacién a GAPDH,

excepto para pCREB que fue cuantificado en relacion a CREB total.
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Figura 12. Imagenes representatitvas de Western blots en corteza frontal-prefrontal (a) e hipotalamo (b) de ratones
inyectados con STZ luego de 90 dias de hiperglicemia sin tratamiento (GD: grupo diabético), o vehiculo (GC: grupo
control). Inmunodeteccion de proteinas (media + EEM) en corteza frontal-prefrontal (A) e hipotadlamo (B) del GD
(barras blancas) o CG (barras grises). h= 6-8 de cada condicion. La cantidad de las proteinas fue cuantificada en

relacion a GAPDH, excepto para pCREB que fue cuantificado en relacién a CREB total.

Microscopia Laser Confocal

En la Figura 13 se muestran imagenes representativas de la reconstruccion del hipocampo
por el método de tile scan, a partir de la herramienta tile scan del Microscopio Laser Confocal,
a un aumento de 20x. Se pudo apreciar en ambos grupos, sefial de CaMKIV localizada a nivel
de CAl, CA3 Yy el giro dentado. Sin embargo, en los controles la marca de fluorescencia se
noté mas restringida al borde interno (superficie basal) de la hoja inferior de la capa de células
granulares en el giro dentado (Figuras 13 y 14), y en la fisura hipocampal (Figuras 13 y 15),
mientras que en los diabéticos se vio una sefial distribuida més uniformemente. En ambos

grupos, la sefal de fluorescencia parecié ser mayormente perinuclear (Figuras 14 y 15).
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Figura 13. Imagenes representativas de método tile scan de inmunofluorescencia realizada en cortes histoldgicos
de hipocampo provenientes de ratones controles (superior) y diabéticos (inferior) incubados con anticuerpo anti-
CaMKIV (n= 3 de cada condicién). Aumento 20x. Abreviaturas: so, stratum oriens; sp, stratum pyramidale; sr,
stratum radiatum; slm, stratum lacunosum-moleculare; cm, capa molecular; hi, hilus; ccg, capa de células
granulares. Puntas de flecha indican fisura hipocampal. Recuadro con linea continua mostrado con aumento en
figura 14; recuadro con linea discontinua mostrado con aumento en figura 15.
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CONTROL DIABETICO

DAPI CaMKIV

CaMKIV + DAPI

Figura 14. Imagen aumentada de recuadro con linea continua en region del giro dentado en controles (izquierda)
y diabéticos (derecha) incubados con anticuerpo anti-CaMKIV. Aumento 20x. Abreviaturas: hi, hilus; cm, capa
molecular; ccg, capa de células granulares. Flechas indican superficie basal de capa de células granulares.
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CONTROL DIABETICO

DAPI CaMKIV

CaMKIV + DAPI

Figura 15. Imagen aumentada de recuadro con linea discontinua en regién que rodea el stratum lacunosum-
moleculare de CA1l en controles (izquierda) y diabéticos (derecha) incubados con anticuerpo anti-CaMKIV.
Aumento 20x. Abreviaturas: sr, stratum radiatum; slm, stratum lacunosum-moleculare; cm, capa molecular.
Flechas indican fisura hipocampal.
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Discusion

En esta tesis se reafirma el perfil comportamental, verificandose que los animales inyectados
con STZ presentan comportamientos de tipo ansioso, evaluado en dos pruebas de ansiedad
(OF y EPM). A su vez, se evidencié en este modelo animal de DM1, que los ratones
presentaron diferencias a nivel molecular en ciertas regiones del cerebro que modulan la
ansiedad, en comparacion con ratones control, ademas de mostrar cambios en variables
fisiologicas (glicemia y peso corporal). Se demostré que la cantidad relativa de CaMKIV y
CREB, asi como la relacion pCREB/CREB vio afectada luego de tres meses desde la
constatacion de la hiperglicemia, sin haber recibido los animales, ningun tratamiento

antidiabético.

Todos los animales inyectados con STZ mostraron niveles de glicemia mayores a 250 mg/dL
(promedio en GD: 593,9 + 4,5 mg/dL) al momento de la eutanasia, evidenciando el estrés
metabdlico crénico en el que se encontraron estos ratones. La hiperglicemia crénica
concuerda con otros trabajos que reportaron altos niveles de glucosa en sangre luego de la
administracién de STZ en ratones (Nitta et al., 2002; Zhuravliova et al., 2009; Pamidi &
Santheesha, 2012; Benech et al., 2014; Chen et al., 2014; Damiéan et al., 2014; Gupta et al.,
2014; Wang et al., 2016). Por otro lado, en todos los animales hubo un aumento en el peso
corporal a lo largo del tiempo. Sin embargo, en el GD este aumento se vio atenuado respecto
al GC, encontrandose diferencias significativas entre grupos en los meses 3y 3.5 luego de la
inyeccion. Esa diferencia en el peso corporal entre ambos grupos coincide con otros trabajos
publicados (Hilakivi-Clarke et al., 1990; Pamidi & Satheesha, 2012), y refuerza desde otro
punto de vista fisioldgico la condicién de estrés crénico. Por lo tanto, los ratones inyectados

con STZ mostraron claros sintomas de DM croénica.

La dosis de STZ utilizada se bas6 en reportes previos de estudios en ratones, donde
utilizaban 150-200 mg/kg (Trost et al., 2002; Shiomi et al., 2003; Boudina & Abel, 2007;
Sulaiman et al., 2010; Benech et al., 2014). La STZ no cruza la barrera hematoencefélica y
tiene una tasa de excrecién temprana (Schein, 1969; Karunanayake et al.,1974). Por lo tanto,
es aceptado que la disfuncion del SNC en los ratones inyectados con STZ es generada por

el estado de hiperglicemia inducida y no por la STZ por si misma (Miyata et al., 2007).

Perfil comportamenal

Los ratones del GD mostraron un perfil comportamental de tipo ansioso en ambas pruebas

(OF y EPM). Durante el OF, esto fue evidenciado en el GD por una menor frecuencia de
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grooming y una tendencia a aumentar en la frecuencia y el tiempo de freezing, respecto al
GC. El comportamiento de freezing es un indicador de miedo (Koolhaas et al., 1999). Este
resultado es concordante con otros, donde se observé que modelos roedores de DM
mostraban una mayor frecuencia de freezing durante la exposicién a un estimulo estresante
(Miyata et al., 2007; Caliskan et al., 2019). En contraparte, el grooming o acicalamiento
constituye un comportamiento innato, que se manifiesta como un procedimiento autocalmante
en roedores (Enginar et al., 2008). El comportamiento de grooming también ha sido asociado
con un estado ansiolitico (Belviranli et al., 2012). La mayor actividad de grooming observada
en el GC podria ser una forma en la que intentan evitar, resolver o adaptarse a la situacion

de ansiedad del OF (Damiéan et al., 2014), lo cual no ocurre en el GD.

Respecto al EPM, en este trabajo encontramos un aumento en los comportamientos de tipo
ansioso en el GD, lo cual se evidencié por una disminucion significativa en el tiempo y la
frecuencia de entradas a los BA y una tendencia a pasar mas tiempo en los BC. Ademas, el
GD tuvo una mayor frecuencia de BA/BT y BA/BC. Estos resultados estan en acuerdo con
reportes previos en roedores (Ramanathan et al., 1998; Jung et al., 2010; Gupta et al., 2014;
Rebai et al., 2017; Patel et al., 2018; Mbianchta et al., 2019; Tsafack et al., 2021).

Se ha reportado que la DM inducida con STZ se asocia a comportamientos de tipo ansioso y
gue la administraciéon de insulina puede revertirlo (Miyata et al., 2007; Gupta et al., 2014),
siendo un modelo efectivo para evaluar consecuencias neuroconductuales de la DM. De
hecho, la administracion de diferentes drogas psicotrépicas utilizadas para tratar individuos
con sintomas de ansiedad, como diazepam o fluoxetina, provoca una atenuacion de los
patrones de comportamientos asociados a la ansiedad en ratones con DM inducida con STZ
(Ramanathan et al., 1998; Yuan et al., 2019).

La distancia recorrida y velocidad en el OF, asi como el nimero total de entradas a ambos
brazos (frecuencia en BT, BA+BC) en el EPM no se vio afectada, lo que permite sugerir que
aparentemente los ratones del GD no manifiestan un déficit en la funcién motora evaluada en
estas condiciones. En base a lo mencionado anteriormente, como resultado de ambas
pruebas (OF y EPM), concluimos que los animales utilizados en este estudio con tres meses
de hiperglicemia cronica y sin tratamiento antidiabético, exhibieron un perfil comportamental

de tipo ansioso.
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Inmunodeteccion de proteinas

En lo que respecta a los cambios en la inmunodeteccion de las proteinas en las diferentes
regiones analizadas del cerebro, este es el primer trabajo que muestra que la cantidad relativa
de CaMKIV se ve afectada en el hipocampo de un modelo animal de DM. El manejo de las
emociones, el aprendizaje y la memoria son algunas de las funciones asociadas al hipocampo
(Alvarez et al., 2009). Estos procesos en los que esta involucrada la plasticidad sinaptica del
hipocampo, pueden alterarse tanto en humanos como en modelos animales de DM (Biessels
et al., 1996; Chabot, et al., 1997). El hipocampo es una de las regiones del cerebro mas
sensible a la DM (Shin et al., 2019). Se ha reportado que ratones diabéticos inducidos con
STZ muestran alteraciones estructurales y funcionales en el hipocampo, como ser
disminucion tanto de la plasticidad sinaptica como de la neurogénesis adulta en modelos
animales de DM, astrogliosis hipocampal, atrofia dendritica de las neuronas piramidales CAl
y CA3, y disminucién en el nUmero de neuronas hiliares en el giro dentado (Kamal et al., 2000;
Saravia et al., 2004; Beauquis et al., 2006; Stranahan et al., 2008; Reagan, 2012), asi como
dafio neural y disminucion en la supervivencia celular (Alvarez-Noélting et al., 2012). Estos
cambios sugieren neurodegeneracién en el hipocampo en los ratones inyectados con STZ
(Beaugquis et al., 2006; Reagan, 2012). También se ha reportado alteracion de la potenciacion
a largo plazo (LTP) en el giro dentado de ratas con DM inducida por STZ, (Biessels et al.,
1996; Stranahan et al., 2008). En contraposicion, la administracién crénica de fluoxetina
previene la reduccién de la proliferacion celular causada por la DM inducida por STZ
(Beauquis et al., 2006). A su vez, se ha reportado que el uso de fluoxetina en roedores no
diabéticos aumenta la neurogénesis hipocampal (Huang & Herbert, 2006; Wang et al., 2008),
asi como la cantidad o el nivel de fosforilacion de CaMKIV en algunas regiones del SNC,
como el hipocampo y la corteza prefrontal (Tiraboschi et al., 2004b; Kong et al. 2009; Tardito
et al. 2009; Song 2013). En esta tesis hemos encontrado una disminucion significativa en la
abundancia relativa de CaMKIV hipocampal en el GD respecto al GC. Sin embargo, no se
detectaron cambios en esta proteina en las otras regiones analizadas. Esta es la primera vez
gue se evalla CaMKIV en el cerebro de un modelo animal de DM, y en relacion a cambios
comportamentales de tipo ansioso. Por lo tanto, la disminucién en la inmunodeteccion de
CaMKIV detectada a nivel del hipocampo podria evidenciar una disfuncién hipocampal y

contribuir al perfil compartamental del tipo ansioso que se observa en el GD.

El andlisis de CaMKIV en el hipocampo, fue realizado por Western blot en homagenados de
esta region del cerebro. Sin embargo, este tipo de estudio, no proporciona informacion sobre
posibles cambios en la localizacion espacial de dicha proteina. Para obtener esta informacion,

en el presente trabajo también se realizd6 un analisis de CaMKIV a nivel del hipocampo
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utilizando Microscopia Laser Confocal. Reportes previos donde analizan CaMKIV por
inmunohistoquimica/inmunoflorescencia en animales sanos, detectaron su localizacion
principalmente en el stratum pyramidale y la capa de células granulares (Arrdzola et al., 2009;
Moriguchi et al, 2014). En este trabajo de tesis, se detectd sefial de CaMKIV en el giro
dentado, CAl1, CA2 y CA3 en todos los animales, observandose una distribucion mas similar
a la reportada por Tang et al. (2021), en el cual no utilizan animales adultos, sino crias de
ratas de 21 dias de edad. En el GC, la sefial de fluorescencia se mostré6 mas restringida al
borde interno (superficie basal) de la hoja inferior de la capa de células granulares en el giro
dentado y en la fisura hipocampal. En el GD, la sefial de fluorescencia se mostr6 mas
uniforme, sin resaltar una sefal tan clara y lineal y de manera marcada como el GC y en
ninguna region en particular. Debido al bajo numero de animales utilizado en este
experimento, no se logré obtener resultados cuantitativos que permitieran realizar analisis
estadisticos. Sin embargo, los resultados preliminares obtenidos, sugieren cambios en la
distribucion espacial de CaMKIV en el hipocampo de los ratones a los 3 meses de la
constatacion de la hiperglicemia. No hemos encontrado trabajos donde analicen la
distribucion de esta quinasa en modelos de DM. Por lo tanto, es posible que la DM no solo
afecte la expresion de CaMKIV en el hipocampo, sino también su distribucidn, lo cual también

pordia estar vinculado al fenotipo comportamental en estas condiciones.

En relacion a CaMKIl, no detectamos cambios en la cantidad relativa de esta quinasa (en
ninguna de las isoformas a o ) en las regiones analizadas, en las cuales se detect6 sefal
mediante Western blot. Esto concuerda con aquellos reportados por Di Luca et al. (1999) y
Gardoni et al. (2002), donde no detectaron cambios a nivel del hipocampo y corteza entre
animales control y modelo de DM1. Sin embargo, en estos trabajos, la actividad de CaMKII-
a (no evaluaron la isoforma B) se vio disminuida en ratas con 4 meses de DM inducida con
STZ. Esto fue evidenciado realizando un ensayo in vitro, donde agregaron de manera
exogena syntide-2 (un polipéptido sintético sustrato de CaMKIl) a extractos de densidades
post-sinapticas (ricas en CaMKIl) de hipocampo y corteza, en condiciones de presencia de
Caz*/CaM, detectando un menor porcentaje de fosforilacion de este sustrato en los extractos
provenientes de ratones diabéticos, lo cual refleja el cambio en la actividad de CaMKII (Di
Luca et al., 1999; Gardoni et al., 2002). Ademas, Gardoni et al. (2002) también detectaron
una disminucion en los niveles de autofosforilacion en Thr-286 de CaMKII. A su vez, Liao et
al. (2013) reportaron una disminucion de pCaMKII tanto a como 8, y un aumento de CaMKII
total en el hipocampo de ratas con un mes de DM1 inducida con STZ. En nuestro trabajo no
evaluamos los niveles de pCaMKIl, por lo que no pudimos determinar el porcentaje de la

enzima que se encuentra activa en las regiones analizadas. Ademas, no se encontraron
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trabajos en los que se haya analizado CaMKII en regiones como corteza prefronal, amigdala

o hipotdlamo de modelos animales de DM.

Respecto al factor transcripcional CREB, hemos encontrado un aumento de esta proteina en
la amigdala y el hipotalamo. Este estudio es el primero en evaluar CREB en dichas regiones
de un modelo animal de DM. Los estimulos psicoldgicos inducen la activacién de un gran
namero de areas del SNC, incluyendo a la amigdala y la corteza prefrontal (Nadal & Armario,
2010), regiones involucradas mas directamente en la emocion y la cognicion, y que estan
conectadas con el hipocampo (Duman & Monteggia, 2006). La informacion sensorial luego
de ser procesada, converge al hipotdlamo, el cual esta involucrado en la respuesta fisiologica
del estrés (Kent et al., 2002). Se ha visto que la amigdala, contrario a la corteza prefrontal y
el hipocampo, es hipertrofica e hiperactiva en el desorden de depresion mayor, lo cual se
correlaciona con la intensidad del afecto negativo (Abercrombie et al., 1998), pudiendo estar
relacionado con la sobreactivacion de circuitos que controlan el miedo, la ansiedad y la
emocion. Esto podria estar relacionado con el aumento de CREB en la amigdala evidenciado
en este trabajo. El aumento total de CREB es uno de varios mecanismos bajo los que se
regula la funcién de esta proteina (Duman et al., 1997), que pareceria estar alterada en el GD

respecto al GC.

La mayoria de las vias de sefalizacién que activan CREB llevan a la fosforilacion del residuo
de serina 133 (Serl33), lo cual es requerido para la transcripcion génica inducida por CREB.
En este trabajo detectamos que la relacion pCREB/CREB se vio significativamente
disminuida en el hipotalamo, lo cual refleja una regulacién a la baja en la actividad de CREB.
Es importante notar que ademéas de CaMKIV y CaMKIl, la activacion de CREB puede ser
inducida por multiples quinasas, como se mencioné anteriormente. Por otro lado, se ha
detectado por estudios in vitro que CaMKIV mediaria la fosforilacion transitoria de CREB,
mientras MAPK esté involucrada en la fosforilacion prolongada de CREB (Dolmetsch et al.,
2001; Wu et al., 2001). Sin embargo, estudios in vivo han demostrado que CaMKIV modula
tanto la activacion basal de CREB como la transitoria (Ho et al., 2000; Ribar et al., 2000). De
todos modos, CaMKIV debe ser fosforilada por CaMKK para la importacién al nudcleo y
fosforilacion de CREB (Chow et al., 2005). En este trabajo esto no fue evaluado, por lo que
no determinamos el porcentaje de activacion de CaMKIV en cada region del cerebro para
ambos grupos. De la misma manera, tampoco hemos analizado si hay una alteracién en los
niveles de fosforilaciéon de CaMKII, que también pudieran contribuir a cambios en la actividad
de CREB.
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La mayoria de los reportes donde analizan este factor de transcripcion en modelos animales
de DM, muestran una menor cantidad relativa de CREB en hipocampo, asi como de su estado
fosforilado (pCREB) en modelos animales de DM1 (Zhuravliova et al., 2009; Ma et al., 2011;
Tang et al., 2018; Zborowski et al., 2019; Nadimi et al., 2019; Ripoli et al., 2020; Thapak et
al., 2020) y DM2 (Wu et al., 2020; Liu et al., 2020; Li et al., 2020; He et al., 2020). Sin embargo,
hay algunas inconsistencias: no detectdndose cambios (Datusalia & Sharma, 2014), o
encontrandose un aumento en CREB (Feng et al., 2020), pPCREB (Ma et al., 2015) y
pCREB/CREB (Miao et al., 2015; Feng et al., 2020) en ratas modelo de DM2. Respecto a la
corteza prefrontal, Datusalia & Sharma (2014) y Ke et al. (2020) detectaron una disminucion
en pCREB/CREB en ratas Sprague-Dawley, mientras que He et al. (2020) encontraron
pCREB/CREB inalterado en ratones C57BL/6J, ambos modelos de DM2. En este trabajo no
detectamos cambios significativos en la cantidad relativa de CREB o pCREB/CREB en dicha
region del cerebro de los ratones pertenecientes al GD, en relacién a lo detectado en el GC.

La actividad y especificidad de CREB también puede ser modulada tanto por fosforilacion de
sitios adicionales como Serl42 y Serl43, o de proteinas asociadas a CREB, resultando en
un programa de expresion génica diferente (Sun et al., 1994; Shaywitz & Greenberg, 1999;
Kornhauser et al., 2002). Curiosamente, un mecanismo adicional de regulacion de CREB
diferente a la fosforilacién es aquel dirigido por una familia de proteinas llamado transductores
de la actividad regulada de CREB (TORCs por sus siglas en inglés) (Conkright et al., 2003;
lourenko et al., 2003). Sin embargo, de acuerdo a nuestro conocimiento, no hay reportes
relacionados a alteraciones de TORCs causadas por la DM. Por todo lo mencionado
anteriormente, podria ser posible que nuestros resultados reflejen los efectos de mdltiples
vias de sefalizacion actuando sobre la expresion o potencial actividad de CREB. Por lo tanto,
se requiere continuar la investigacion para dilucidar qué vias de sefalizacion convergen en
CREB, y en qué sentido (estimulacion o inhibicién de las vias) se producirian alteraciones
gue generan en Ultima instancia los efectos sobre los niveles de fosforilacion de CREB

evidenciados en el GD.

Un gen blanco de CREB es BDNF (Shaywitz & Greenberg, 1999; Mantamadiotis et al., 2002;
Lonze & Ginty, 2002). Se ha reportado que la proteina BDNF disminuye en el hipocampo y la
corteza prefrontal en diferentes modelos roedores de DM1 (Nitta et al., 2002; Lenart et al.,
2016; Redivo et al., 2016; Tang et al., 2018; Yang et al., 2018; Gurbiz et al., 2019; Ripoli et
al., 2020) y DM2 (Sona et al., 2018; Zborowski et al., 2019; Ke et al., 2020; Liu et al., 2020;
Wu et al., 2020). Sin embargo, algunos reportes no detectaron cambios de BDNF entre el
modelo animal de DM1 y controles en estas regiones (Ho et al., 2012; Nadimi et al., 2019;

Yang et al., 2019). Los resultados obtenidos en nuestro trabajo no mostraron diferencias
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significativas entre el GD y el GC en los niveles de BDNF en ninguna de las regiones
analizadas en el cerebro, mas all4 de mostrar una tendencia a aumentar en el hipotalamo del
GD. Es importante marcar que los niveles de BDNF pueden ser regulados también por
mecanismos independientes de CREB (Hong et al., 2008; Lang et al., 2020). Ademas, la
contribucién de la transcripcién de BDNF dependiente de CREB a la expresion total de esta

neurotrofina no se conoce (Kokubo et al., 2009).

La diferencia entre nuestros resultados y reportes previos podria deberse a diferentes
periodos de tiempo a los cuales se mantiene a los animales con hiperglicemia, a la edad en
la cual se inyecta la STZ o a las distintas cepas animales utilizadas. Por ejemplo, en algunos
trabajos se utilizaron ratones C57BL, a los cuales se les inyecté STZ a las 8-10 (Ho et al.,
2012; Zborowski et al., 2019), o 16 semanas de edad (Yang et al., 2018). Otro trabajo utilizé
ratones ICR de 8-10 semanas de edad (Tang et al., 2018). El periodo de tiempo luego de la
induccion de hiperglicemia vario desde 2-3 semanas (Ho et al., 2012; Zborowski et al., 2019),
4 semanas (Tang et al., 2018), a 5-6 semanas (Yang et al., 2018). Otros utilizaron una dieta
rica en grasas, un modelo de DM2 (Sona et al., 2018; He et al., 2020; Lang et al., 2020; Liu
et al., 2020). Nuestro analisis se llevo a cabo luego de 3 meses desde la constatacion de
hiperglicemia en ratones machos CD1 de 45 dias de edad, a los cuales no se les administré
ningun tratamiento antidiabético. Se presume que la expresion de BDNF depende del tiempo
transcurrido desde la Gltima induccién de estrés (Morshedi et al., 2018), y podemaos considerar
a la hiperglicemia como un factor de estrés metabdlico crénico para el animal (Revsin et al.,
2008; Reagan, 2012). Por lo tanto, hubiera sido interesante evaluar también las diferentes
proteinas en etapas tempranas de la enfermedad, como por ejemplo 15 dias o un mes luego
de la confirmacién de la hiperglicemia, ya que podrian estar actuando mecanismos
homeostéaticos compensatorios, generando adaptacion y recuperacion de la expresiéon de
BDNF, y llevando a que no se encuentren diferencias entre ratones diabéticos y controles en

esta proteina, al haberse establecido la hiperglicemia crénica.

A modo general, los cambios detectados en estas proteinas de sefializacién celular
(principalmente CaMKIV y CREB) en las diferentes regiones del cerebro que fueron
evaluadas, y que estan vinculadas a la modulacion de la ansiedad, podrian estar
evidenciando algun tipo de implicancia en el perfil comportamental de tipo ansioso que
presentan los animales diabéticos. Sin embargo, seria prematuro especular en base a estos
resultados, sobre el papel patolégico de la alteracion de estas proteinas de sefializacion en
el cerebro de los ratones diabéticos. De todos modos, la determinacién de una relacion entre
las alteraciones a nivel molecular encontradas en este trabajo de tesis y el perfil

comportamental de modelos animales de DM abren nuevas puertas para futuros trabajos. El
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tratar de reducir los efectos negativos que tiene la DM, con la intencién de mejorar la calidad
de vida y bienestar de quienes padecen dicha enfermedad es una de las prioridades en lo
gue respecta a la salud humana. Por lo tanto, continuar con este tipo de investigacion
aportaria en la blsqueda de posibles blancos terapéuticos para trastornos
afectivos/emacionales, que a su vez estan asociados con la DM.
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Conclusiones

En el modelo de DML utilizado mediante induccién de STZ, los ratones presentaron un perfil
comportamental de tipo ansioso evaluado en dos pruebas de ansiedad (OF y EPM), y
cambios en la cantidad relativa detectada de las proteinas de sefializaciéon celular en las
diferentes regiones del cerebro vinculadas a la ansiedad: una disminucion de CaMKIV en el
hipocampo, un aumento de CREB en la amigdala e hipotalamo, asi como una disminucién
en hipotdlamo de pCREB/CREB. Los resultados preliminares de inmunofluorescencia
sugieren cambios en la localizacion de CaMKIV en el hipocampo de los ratones diabéticos.
Es necesario profundizar en la investigacién para determinar la posible relacion entre los
cambios en CaMKIV y CREB, con este perfil comportamental en estos animales y se requiere
mas evidencia para dilucidar los posibles mecanismos que subyacen estas alteraciones. Este
es el primer trabajo donde se evidencian cambios significativos en la abundancia relativa de
CaMKIV en el hipocampo y de CREB en la amigdala e hipotdlamo de un modelo animal de
DML1.
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Perspectivas

Analizar el nivel de fosforilacion de las quinasas CaMKIV y CaMKIl en las diferentes
regiones del cerebro con el fin de determinar la potencial contribucién a la fosforilacién
de CREB. A su vez, con el fin de obtener evidencias més directas del efecto de estas
quinasas sobre CREB, mediante la administracion de inhibidores de CaMKII (AIP,
autocamtide-2-related inhibitory peptide) y de CaMKIV (KN93) en regiones especificas
del cerebro, se puede evaluar si la relacion pCREB/CREB se modifica en los ratones
inyectados con STZ, comparado con inyectados, pero sin la administracion de los

inhibidores de las quinasas.

Evaluar la cantidad de las diferentes proteinas dentro de un periodo menor de tiempo
desde la induccion y confirmacién de la condicién diabética (por ejemplo, un mes
después) para determinar si se encuentran diferencias significativas entre el GC y el
GD.

o Realizar todos los procedimientos descritos en esta tesis en ratones controles e
inyectados con STZ a los cuales se les haya administrado un tratamiento con
insulina, y en paralelo un tratamiento con fluoxetina, durante el periodo de estudio.
La creacion de estos grupos animales tendria como finalidad determinar si se
revierten los cambios observados desde el punto de vista comportamental, asi
como en la abundancia de las proteinas analizadas en las cuales se detectaron

cambios significativos.

Profundizar en el analisis de imagenes de Microscopia Laser Confocal:

o Obtener imagenes a mayor aumento para cuantificar el porcentaje de CamKIV
gue se localiza fuera y dentro del nucleo.

o Realizar inmunofluorescencia de CaMKIV en amigdala, corteza prefrontal e
hipotalamo y obtener imagenes con el fin de comparar si ocurren cambios en
la localizacion entre el GC y el GD.

o Extender el andlisis a las otras proteinas en estudio (CaMKII, CREB y BDNF).
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