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RESUMEN
La Enfermedad de Alzheimer (EA) es un desorden neurodegenerativo e irreversible
caracterizado por la pérdida paulatina de la capacidad cognitiva, constituyendo un serio
problema de salud publica a nivel mundial. Los sintomas depresivos aparecen en un alto
porcentaje de pacientes con EA, siendo més frecuentes y de mayor severidad en mujeres
que en hombres. Dentro de los mecanismos subyacentes comunes que explicarian la alta
comorbilidad entre la EA y la depresion, se describen procesos neuroinflamatorios tales
como activacion de la microglia y alteracion de los niveles sistémicos y cerebrales de
citoquinas inflamatorias. En nuestro laboratorio, hemos ahondado en la caracterizacion
comportamental del modelo experimental de EA esporddica inducido por la
administracion intracerebroventricular (i.c.v.) de estreptozotocina (STZ) en ratas macho.
La presencia de déficit cognitivo se comenzo a observar en una etapa intermedia del
modelo en machos, 60 dias luego de la administracion de STZ, mientras que cambios
histopatologicos vinculados a la EA, como astrogliosis, fueron evidenciados en etapas
mas tempranas y se mantuvieron a lo largo del tiempo. En base a estos antecedentes, y a
la poca informacion relacionada a estudios en hembras, en el presente trabajo de tesis nos
propusimos estudiar la presencia de comorbilidad entre déficits cognitivos y conductas
pro-depresivas en ratas hembra utilizando el modelo experimental de EA esporadica
inducido por STZ. Para ello, escogimos una etapa temprana y otra tardia (30 y 120 dias
post-STZ, respectivamente). Ademads, estudiamos la coexistencia de alteraciones en
procesos inflamatorios como un posible mecanismo subyacente a la alta comorbilidad
entre ambas patologias. Los animales fueron evaluados mediante el ensayo de
reconocimiento de objeto novedoso (NOR) para estudiar los déficits cognitivos y luego
con el test de nado forzado (TNF) para estudiar la coexistencia de conductas de tipo-
depresivas. Posteriormente, cuantificamos por citometria de flujo la presencia de
citoquinas inflamatorias en muestras de hipocampo, estructura implicada en procesos
cognitivos y de memoria, asi como en muestras de plasma y liquido cefalorraquideo
(LCR). Los resultados obtenidos evidenciaron la presencia de déficits cognitivos tanto en
la etapa temprana como tardia del modelo. Dicho déficit cognitivo se acompaiid de un
perfil conductual de tipo-depresivo tnicamente en la etapa tardia del modelo lo cual se
asocid con un aumento significativo en algunas de las citoquinas inflamatorias
cuantificadas en el LCR. Estos resultados, ponen en evidencia que la alta comorbilidad

entre la EA y la depresion podrian asociarse a un estado pro-inflamatorio a nivel del SNC.
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1. INTRODUCCION

1.1. ANTECEDENTES GENERALES
1.1.1. Generalidades sobre la enfermedad de Alzheimer (EA)

La EA es una enfermedad neurodegenerativa caracterizada por la pérdida
progresiva de la memoria y de las funciones cognitivas (Alzheimer's Association Report
2023; Jaquay cols., 2024). Afecta profundamente la calidad de vida de quienes la padecen
y de su entorno, siendo una de las principales causas de demencia y un grave problema
de salud publica, con un impacto socioeconémico a nivel mundial (Alzheimer's
Association Report 2023; Yu y cols., 2025). Representa entre el 60-70% de los casos de
demencia. Segun datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), mas de 55
millones de personas padecen esta enfermedad y con una mayor prevalencia en mujeres,
quienes se estima que constituyen aproximadamente dos tercios de los casos (OMS, 2025;
Alzheimer’s Disease International, 2025, Yu y cols., 2025). Sin embargo, la mayor parte
de los estudios pre-clinicos son realizados en machos (Waters et al., 2021).

En Uruguay, se estima que hay alrededor de 50.000 personas afectadas por esta
enfermedad y las proyecciones establecen que para 2050 este nimero podria ascender a
cerca de 100.000 casos (Plan Nacional de Salud Mental 2020-2027, MSP 2021).

La etiologia de la EA es atin desconocida, sin embargo se reconoce a la edad como
el principal factor de riesgo. La forma mas prevalente es la esporadica, de inicio tardio,
que representa aproximadamente el 95% de los casos. A su vez, existen variantes
genéticas especificas asociadas al desarrollo de la EA de tipo familiar las cuales
representan menos del 5% de los casos (Andrade-Guerrero et al., 2023; Karagas et al.,
2025). Asimismo, se han identificado diversos factores que aumentan el riesgo de
desarrollo de EA entre ellos, el sedentarismo, el tabaquismo, la obesidad, la exposicion a
sustancias que producen polucion, entre otros. (Livingston y cols., 2020).

Por otra parte, diversos estudios han sefialado que patologias cronicas como la
diabetes mellitus y enfermedades cardiovasculares constituyen factores de riesgo para el
desarrollo de la EA (Santiago et al., 2021). Ademas, es altamente co-moérbida con
patologias neuropsiquiatricas, entre ellas la depresion. En particular, se ha reportado que
alrededor del 40-47 % de los pacientes con Alzheimer tienen sintomas depresivos y
ademas que las mujeres con EA tienden a presentar una mayor prevalencia y severidad

de sintomas depresivos que los hombres (Aalten et al., 2007; Eikelboom et al., 2022).
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1.1.2 Mecanismos fisiopatologicos vinculados a la EA

Desde el punto de vista histopatologico, la EA se caracteriza por la presencia en
area cerebrales como el hipocampo y la corteza de depoésitos intracelulares y
extracelulares del péptido B-amiloide (A) y de la proteina tau hiperfosforilada, los cuales
forman las placas amiloides y los ovillos neurofibrilares, respectivamente (Hardy y
Selkoe 2002; Ballard 2011). Ademas, se describe una importante pérdida neuronal y de
conexiones sinapticas lo cual se asocia con el deterioro de las funciones cognitivas
(Ricciarelli y Fedele, 2017; Barker et al., 2017). Actualmente, existen diversas hipotesis
acerca de su etiologia.

Una de ellas se basa en los depositos extracelulares del péptido AB. La proteina
precursora amiloide (APP) es procesada por dos vias, la no-amiloidogénica
(procesamiento por la enzima o-secretasa) y la amiloidogénica (P y y-secretasas), tanto
en contextos fisioldgicos como patologicos (Zhang et al., 2011; Chow et al., 2010). El
procesamiento proteolitico de APP por la via amiloidogénica da lugar a las diferentes
isoformas del péptido AB. Este péptido monomérico soluble no se considera neurotoxico
per se, sino que su toxicidad depende de su capacidad de oligomerizarse. (Walsh y Selkoe,
2007). Los oligobmeros solubles emergen como los principales agentes toxicos sinapticos
(Walsh y Selkoe, 2007). Esa oligomerizacion se ve favorecida cuando los mecanismos de
depuracion del péptido, tales como el transporte reverso a través de la barrera
hematoencefalica mediante la via LRP1/P-glicoproteina o la degradaciéon por proteasas
especificas como neprilisina (NEP) y enzima degradadora de insulina (IDE, por sus siglas
en inglés insulin-degrading enzyme), comienzan a fallar, especialmente en el
envejecimiento, lo que permite que se alcance una concentracion critica de AP en el
espacio intersticial, formandose oligémeros, fibrillas y placas (Zlokovic, 2008; Morito et
al., 2025). Se ha reportado que la actividad de NEP e IDE disminuye con la edad y que
esta reduccion estd significativamente correlacionada con mayores niveles de AP en
cerebros de pacientes con EA esporadica (Cai et al., 2023; Morito et al., 2025). Las placas
amiloides tienen efectos neurotoxicos provocando una disfuncién en la actividad
sinaptica neuronal (Palop and Mucke, 2010). Ademas, existen evidencias que demuestran
que esta alteracion en el metabolismo de AP promueve una respuesta inflamatoria y
aumento del estrés oxidativo lo que finalmente contribuye a la muerte neuronal (Cheignon

etal., 2018).
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Otra de las hipdtesis subyacentes a la etiologia de la EA, postula que la presencia
de AP favorece la acumulacion de la proteina tau en el hipocampo y en distintas areas de
la corteza, teniendo un efecto deletéreo con pérdida de neuronas y sinapsis, provocando
un déficit en la memoria y deterioro global en la cognicion (Duyckaerts et al., 2009;
Scholl et al., 2016; Aksman et al., 2023).

A su vez, alteraciones en varios sistemas de neurotransmision han sido vinculados
con la patogénesis de la EA, entre ellos los sistemas colinérgico y glutamatérgico. La
hipotesis colinérgica de la EA sostiene que el efecto neurotdoxico de los ovillos
neurofibrilares causa la degeneracion de las neuronas colinérgicas en el nticleo basal de
Meynert. Como consecuencia, se produce una disminucion de la neurotransmision
colinérgica en regiones de proyeccion tales como hipocampo, hipotdlamo y amigdala lo
que estaria en la base de las alteraciones cognitivas observadas en los pacientes con la
enfermedad (Mesulam et al., 1983; 1986). Diversos estudios han demostrado que, en
cerebros post-mortem de pacientes con EA, los niveles de las enzimas colina
acetiltransferasa (ChAT) y acetilcolinesterasa (AChE), encargadas de la formacién e
hidrolisis de la acetilcolina (ACh) respectivamente, estan disminuidas en la amigdala, el
hipocampo y la corteza cerebral (Davies y Maloney 1976; Perry et al., 1977; Kolisnyk et
al., 2017).

Con respecto a la neurotransmision glutamatérgica, estudios post-mortem en
cerebros de personas diagnosticadas con EA, asi como evidencias provenientes de
modelos animales, han evidenciado concentraciones extracelulares anormalmente
elevadas de glutamato lo que se postula promoveria la excitotoxicidad y la consecuente
neurodegeneracion, principalmente en el hipocampo y en las cortezas temporal y frontal
(Kravitz et al., 2013; Olajide et al., 2021).

Ademas de los mecanismos etiopatogénicos mencionados, evidencia creciente
sugiere que en pacientes con EA existen alteraciones en el metabolismo de la glucosa
cerebral y que dichas alteraciones se producirian por un estado de resistencia a la insulina
adquirido. Asi, este estado de resistencia a la insulina se ha asociado con depositos de tau
y AP en corteza e hipocampo (Carbonell et al., 2025; Dewanjee et al., 2022).

Actualmente, el tratamiento para la EA es s6lo sintomatico y se basa en el uso de
farmacos que actian como inhibidores de la enzima AChE o antagonistas de los
receptores de glutamato de tipo N-metil-D-aspartato (NMDA). Estas estrategias, si bien
mejoran alguno de los sintomas cognitivos, no logran revertir la progresion de la

enfermedad. Si bien hay estudios que sugieren una diferencia en la respuesta a estos
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tratamientos segun el sexo de los pacientes, observando una mayor eficacia en hombres
que en mujeres (Davis y Barrett 2009), la evidencia es alin limitada, siendo pocos los
estudios que incorporan esta variable en la evaluacion de la eficacia del tratamiento
(Canevelli et al., 2017; Martinkova et al., 2021).

Recientemente, el desarrollo de anticuerpos monoclonales anti-Af ha abierto una
nueva era terapéutica en EA, ya que representan las primeras terapias con potencial
modificador del curso de la enfermedad. Por ejemplo, Aducanumab mostr6 una reduccion
dosis-dependiente de placas amiloides y una desaceleracion del deterioro cognitivo,
aunque en otro ensayo paralelo no cumplio6 sus objetivos (Budd Haeberlein et al., 2022).
Por otro lado, Lecanemab redujo marcadores de amiloide cerebral y produjo un
enlentecimiento moderado del deterioro cognitivo y funcional en pacientes en etapas
tempranas de la enfermedad (van Dyck et al.,, 2023). Donanemab demostré una
eliminacion acelerada de placas amiloides y una reduccion del deterioro clinico en
comparacion con el placebo (Mintun et al., 2021). Sin embargo, es importante aclarar que
el beneficio clinico de estas terapias es moderado, su costo es elevado y su uso requiere
de una seleccion cuidadosa de pacientes (en etapa temprana, con confirmacion de
patologia amiloide), ademas de una monitorizacién por resonancia magnética debido al
riesgo de eventos ARIA (por sus siglas en inglés, amyloid-related imaging abnormalities)
tales como edema o microhemorragias cerebrales (Alkhalifa et al., 2025; Chundu et al.,
2025).

Por lo tanto, es fundamental continuar avanzando en la comprension de los
mecanismos fisiopatologicos subyacentes e identificacion de nuevos actores
involucrados. A su vez, una mejor comprension de los mecanismos que expliquen las
diferencias que se observan en la incidencia diferencial de EA entre hombres y mujeres,
permitird un mejor disefio de estrategias terapéuticas. En este contexto, los procesos
inflamatorios han mostrado una fuerte correlacion con el inicio y la progresion de la EA

y son foco de un intenso estudio en la actualidad (Caraci et al., 2018).
1.1.3 Procesos inflamatorios a nivel sistémico y central

Existe creciente evidencia que vincula los procesos inflamatorios con la
patogénesis y progresion de la EA. Estudios en humanos han mostrado niveles
aumentados de citoquinas inflamatorias en muestras de plasma, suero, liquido
cefalorraquideo (LCR) y tejido cerebral en personas diagnosticadas con EA (Holmes et
al., 2009; Khemka et al., 2014; Jayarman et al., 2021).
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La alteracion de los niveles de citoquinas a nivel sistémico y cerebral juega un
papel crucial en los procesos neurodegenerativos de la EA, provocando alteraciones en
los sistemas de neurotransmision, en el procesamiento de la APP y la acumulacion de
placas AP, ademds de una reduccion de la produccion de factores neurotroficos y de la
plasticidad sindptica, lo que potencia el dafio neuronal mediado por procesos
inflamatorios (Linnemann y Lang, 2020; Ogunmokun et al., 2021).

Las citoquinas son un grupo de proteinas no estructurales producidas por diversos
tipos celulares y constituyen los principales mediadores inflamatorios (Ransohoff y
Brown, 2012; Wautier y Wautier, 2023). A nivel sistémico, son producidas por
macrofagos, monocitos, células dendriticas y linfocitos T, entre otros (Medzhitov, 2008;
Takeuchi y Akira, 2010), mientras que a nivel del SNC son producidas principalmente
por la microglia y los astrocitos (Ransohoff'y Brown, 2012). Diversas evidencias clinicas,
asi como preclinicas, han llevado a clasificarlas de forma general en proinflamatorias y
antiinflamatorias. Entre las citoquinas proinflamatorias se encuentran interleucina (IL)-1,
IL-6, el factor de necrosis tumoral o (TNF-a) y el interferon y (IFN-y), las cuales
promueven la activacion del sistema inmunoldgico y el reclutamiento celular (Wautier y
Wautier, 2023). Por otra parte, las citoquinas IL-10, IL-4 y factor de crecimiento
transformante B (TGF-f), limitan la inflamacién y promueven la resolucion del proceso
inflamatorio siendo consideradas como antiinflamatorias (Wautier y Wautier, 2023). Sin
embargo, es importante mencionar que esta clasificacion de las citoquinas, no siempre se
cumple, dado que la accion pro o antiinflamatoria de una determinada citoquina puede
variar seguin diversos factores, como el modelo experimental utilizado, el sitio en el que
actua y la patologia subyacente (Shachar y Karin, 2013).

Estudios en pacientes con EA mostraron que los niveles séricos de IL-1p fue més
alto en pacientes con EA en comparacion con sujetos sanos tanto en hombres como
mujeres (Khemka et al., 2014). Sin embargo, en un modelo de ratones transgénicos para
la proteina IL-1 (ratones IL-1BXAT) se evidencié que la sobreexpresion cronica de IL-
1B en hipocampo disminuy6 los depdsitos de AP, teniendo un rol principalmente
antiinflamatorio (Shaftel et al., 2007; Matousek et al., 2012). Este resultado fue observado
de manera similar en ratones macho y hembra. Sin embargo, algunas evidencias han
demostrado que estos procesos inflamatorios difieren segun el sexo tanto a nivel sistémico
como central (Sochocka et al., 2022; Caldwell et al., 2021). Estudios realizados en
pacientes con EA mostraron niveles mas bajos de inmunidad innata en mujeres, con una

respuesta inflamatoria a nivel periférico y una produccion disminuida de citoquinas en
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comparacion con los hombres. Los niveles de las citoquinas TNF-a, IL-10 e IL-1f a nivel
periférico fueron mas elevados en hombres que en mujeres (Sochocka et al., 2022). Sin
embargo, en mujeres, niveles elevados de IL-1f a nivel sistémico se han asociado a un
mejor desempefio cognitivo (Caldwell et al., 2021).

En un modelo in vitro de EA de células de neuroblastoma SH-SYS5Y en cultivo
diferenciadas con acido all-trans-retinoico y factor neurotréfico derivado del cerebro
humano recombinante, se estudio el efecto de la IL-18 humana recombinante bioactiva.
La exposicion a IL-18 promueve la modulacion de proteinas clave relacionadas con el
estrés oxidativo, el metabolismo de AP y la fosforilacion de tau promoviendo un ambiente
celular propicio para la acumulacion de AP, la hiperfosforilacion de tau y la pérdida
neuronal (Sutinen et al., 2012).

Estudios realizados en cerebros post-mortem y en muestras séricas de pacientes
hombres y mujeres con EA, han evidenciado un rol pro-inflamatorio de TNF-a, con
evidencia que muestra la pérdida neuronal mediada por TNF-a en hipocampo y aumento
de los niveles de TNF-a séricos asociados a un empeoramiento en la funcidon cognitiva
(Holmes et al., 2009; Jayarman et al., 2021). En este mismo sentido, estudios realizados
en roedores transgénicos, muestran que la inyeccion intracerebroventricular (i.c.v.) de
anticuerpos monoclonales anti-TNF-o mejora la funcion cognitiva (Shi et al., 2011).
Otros estudios realizados en ratones transgénicos que sobreexpresan la proteina APP/PS1
(modelo de EA), y en ratones transgénicos para la proteina 4cida fibrilar glial (GFAP) e
interleucina 6 (IL6) (modelo de neuroinflamacion en astrocitos), muestran que IFN- vy e
IL-6 tienen un rol pro-inflamatorio con activacioén de la microglia y astrocitos, déficits de
aprendizaje y memoria a partir de los seis meses de edad (Browne et al., 2013; Millington
et al., 2014). Se pone en evidencia que existe una correlacion inversa entre las funciones
cognitivas y los niveles séricos de IL-6 y TNF-a, lo cual fue evidenciado también en
pacientes hombres y mujeres con EA y depresion, resaltando asi el rol pro-inflamatorio
de IL-6 y TNF-a a nivel periférico (Khemka et al., 2014).

A pesar de que diversas evidencias muestran que los procesos inflamatorios
participan en los mecanismos etiopatogénicos de la EA, y que estos parecieran diferir
segun el sexo, atin no es claro el rol de las citoquinas inflamatorias en la patogénesis de

la EA, ni su posible influencia en las diferencias observadas entre hombres y mujeres.
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1.1.4 Generalidades sobre la depresion

La depresion es una de las causas principales de problemas de salud mental a nivel
mundial y es dos veces mas frecuente en mujeres que en hombres (Malhi & Mann 2018;
Plan Nacional de Salud Mental 2020-2027 MSP 2021). En 2015, la prevalencia de
trastornos depresivos en América fue del 4% en hombres, casi 6% en mujeres y del 5,7%
en los adultos mayores de 60 afos. Los trastornos depresivos son la principal causa de
discapacidad, representando el 3,4% de los afios de vida ajustados en funcion de
discapacidad y el 7,8% de los afos perdidos por discapacidad (OPS, 2018).

La depresion confiere un mayor riesgo para el desarrollo de otras patologias, entre
ellas las demencias y dentro de estas particularmente la EA (Zhao et al., 2016; Wang et

al., 2018; Hernandez et al., 2022).
1.1.5 Mecanismos fisiopatologicos vinculados a la depresion

Se han postulado diversas hipdtesis sobre los mecanismos que explicarian la
depresion. Una de las hipdtesis mas aceptada es la monoaminérgica, que establece que
existe una alteracion en la neurotransmision noradrenérgica, serotoninérgica y
dopaminérgica (Schildkraut, 1965; Coppen et al., 1967).

Sin embargo, mas recientemente, los procesos inflamatorios cronicos han
demostrado desempefiar un papel importante en la depresion, de hecho, se ha propuesto
a esta patologia como un desorden psiconeuroinmunolégico, relacionando el aumento de
marcadores inflamatorios tanto con la severidad de los sintomas depresivos asi como las
alteraciones cognitivas que aparecen en la enfermedad (Schiepers et al., 2005). Se ha
reportado que pacientes diagnosticados con depresion presentan niveles plasmaticos
significativamente mas altos de citoquinas inflamatorias, como IL-1, IL-6 y TNF-a y
niveles mas bajos de citoquinas antiinflamatorias, como IL-4, IL-10 y TNF-B1, en
comparacion con sujetos sanos (Miller et al., 2009). Ademas, se han encontrado niveles
elevados post-mortem de IL-6 y TNF-a en suero, LCR y en las cortezas prefrontal y
orbitofrontal de pacientes diagnosticados con depresion (Tonelli et al., 2008; Enache et
al., 2019; Peters et al., 2021). Estos datos sugieren la existencia de una correlacion
positiva entre la severidad de los sintomas depresivos y un aumento de los procesos
inflamatorios (Schiepers et al., 2005).

Resulta interesante destacar las evidencias en humanos que muestran que las

alteraciones en marcadores inflamatorios varian segun el sexo. En particular, ha sido
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demostrado que las mujeres con depresion muestran niveles mas altos de marcadores
inflamatorios tales como IL-6 y TNF- a, en comparacion con los hombres, con una mayor
correlacion entre estos niveles y la severidad de los sintomas (Labaka et al., 2018,
Elgellaie et al., 2023). Sin embargo, aunque la evidencia sobre los procesos inflamatorios
asociados a la depresion es cada vez mayor, los mecanismos que explicarian su incidencia
diferencial entre hombres y mujeres aun no se comprenden por completo.

Los tratamientos farmacologicos actualmente utilizados para el tratamiento de la
depresion tienen accion sobre los sistemas serotoninérgico y noradrenérgico, aumentando
la biodisponibilidad de estos neurotransmisores en la hendidura sinaptica (Cipriani et al.,
2018). En la actualidad, los inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (ISRS)
se consideran el tratamiento farmacologico de primera linea para la depresion (OMS,
2023). Sin embargo, estos farmacos presentan una demora en la aparicion del efecto
terapéutico y existe un alto porcentaje de pacientes que no responden, lo que constituye
una importante limitacion e impacta negativamente en el manejo de la enfermedad (Pigott
et al., 2023). Por ello, resulta importante el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas

a través del estudio de otros mecanismos.
1.1.6 Relacion entre la EA y la depresion: mecanismos neurobiolégicos

La disfuncion del sistema inmunologico se ha propuesto como uno de los
mecanismos mas relevantes que vinculan la depresion con el deterioro cognitivo y la EA,
y que ademads podrian contribuir a explicar las diferencias observadas segn el sexo
(Hayley et al., 2021). Diversas evidencias sefialan que la depresion podria representar una
manifestacion temprana de un proceso inflamatorio que, de mantenerse en el tiempo,
puede inducir estrés oxidativo, alterar la plasticidad sindptica, reducir la disponibilidad
de factores neurotrdficos y asi favorecer la disfuncidon neuronal y con ello la progresion
hacia el deterioro cognitivo y demencia (Alexopoulos, 2019; Jang et al., 2025). En este
sentido, la alteracion en los procesos neuroinflamatorios, como la activacion de astrocitos
y microglia, asi como la alteracion en los niveles sistémicos y cerebrales de citoquinas
pro- y antiinflamatorias, desempenan un papel central en la fisiopatologia tanto de la
depresion como de la EA (Rojo et al., 2008; Caraci et al., 2018; Alexopoulos, 2019).

Asimismo, las diferencias entre sexos en la prevalencia y evolucion de ambas
patologias podrian explicarse por variaciones en la respuesta inmunitaria e inflamatoria.
Se postula que factores hormonales como los estrogenos modulan la activacion microglial
y produccion de citoquinas pro- y antiinflamatorias, generando distintos perfiles
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inflamatorios en ambos sexos, con una mayor susceptibilidad a la neuroinflamacién en
las mujeres luego de la menopausia por la disminucion en los niveles de estrogenos
(Hayley et al., 2021).

Mientras que las citoquinas antiinflamatorias podrian ejercer un efecto protector,
la neuroinflamacién se postula como el mecanismo responsable de la secrecion anormal
de citoquinas proinflamatorias tales como IL-1B, TNF-a e IL-6, las cuales inducirian dafio
en las estructuras cerebrales y un deterioro progresivo de la funcion cognitiva (Myint &
Kim, 2014). El aumento de citoquinas también ocasionaria alteraciones en los sistemas
serotoninérgico y glutamatérgico, acumulacién de subproductos toxicos derivados del
estrés oxidativo, y la reduccion en la produccién de factores neurotroficos y en la
plasticidad sinaptica a nivel cerebral (Myint & Kim, 2014; Linnemann & Lang, 2020).
En este sentido, se ha observado que los antidepresivos podrian disminuir la incidencia
de la EA al incrementar los niveles de la citoquina antiinflamatoria TGF-B1 (Caraci et al.,
2018).

En el modelo de EA esporadico inducido por estreptozotocina (STZ) se han
descrito conductas compatibles con un perfil pro-depresivo (Souza et al., 2017). En este
sentido, un estudio reciente realizado en ratas macho y hembra utilizando el modelo de
EA esporadica inducido por STZ mostrd que el ejercicio fisico tiene un rol antidepresivo
lo cual se asoci6 con un aumento en los niveles de IL-10 y del factor neurotréfico derivado
del cerebro (BDNF) en el hipocampo de ratas hembras, no asi en machos (Naghibi et al.,
2021). Estos resultados sugieren que los niveles cerebrales de BDNF y citoquinas
inflamatorias se modifican de forma dependiente del sexo en este modelo de EA. Sin
embargo, ain se debe profundizar mas en el estudio de estos marcadores inflamatorios
como posibles dianas terapéuticas en el tratamiento tanto de la EA como de la depresion

y sus diferencias entre ambos sexos.

1.1.7 Modelo de EA esporddico inducido por STZ para el estudio de los mecanismos

neurobioldgicos subyacentes a la EA

El avance en la comprension de la neurobiologia de la EA, asi como el estudio de
los mecanismos subyacentes en vistas a la identificacion de nuevos blancos terapéuticos,
se ha visto enriquecido en base al uso de modelos experimentales preclinicos.

El modelo de EA esporadica inducido por la administracion i.c.v. bilateral de STZ,
ya mencionado, logra poner en evidencia algunas caracteristicas clinicas, asi como
algunos de los procesos fisiopatoldgicos que subyacen a la EA en humanos (Nitsch y
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Hoyer, 1991; Salkovic-Petrisic, 2006). La STZ es una droga que al ser administrada por
via sistémica se incorpora a las células a través del transportador de glucosa GLUT-2
produciendo la muerte celular de las células B-pancreaticas, con un efecto diabetogénico,
siendo ampliamente utilizada como modelo de diabetes del tipo I (Lenzen et al., 2008).
Sin embargo, cuando se administra en el cerebro via i.c.v., produce un estado de
resistencia a la insulina a nivel local, sin afectar el metabolismo de la glucosa a nivel
sistémico (Nitsch y Hoyer, 1991).

Es importante destacar que en pacientes con deterioro cognitivo y EA ha sido
descrita una alteracion en el metabolismo de la glucosa (Dewanjee et al., 2022; Carbonell
et al., 2025). Los pacientes con EA presentan una expresion reducida de insulina y de sus
receptores a nivel cerebral, lo cual conduce a una alteracion de la via de sefializacion de
la insulina y resistencia a la misma, afectando el metabolismo cerebral y las funciones
cognitivas, habiéndose postulado este fendmeno como una diabetes tipo III (Salkovic-
Petrisic et al., 2006; Leszek et al., 2017).

Es asi que la administracion i.c.v de STZ a dosis subdiabetogénicas, induce
alteraciones en el metabolismo cerebral e histopatologicas observadas en el cerebro de
pacientes con EA esporadica, por lo tanto constituyendo un modelo preclinico con buena
validez de constucto (Nitsch y Hoyer, 1991). En particular, utilizando ratas macho
algunos estudios han descrito una disminuciéon del nimero de neuronas en hipocampo y
corteza cerebral con aumento del nlimero de células gliales a partir de los 30 dias luego
de la inyeccion i.c.v de STZ y la aparicion de depdsitos de AP y ovillos neurofibrilares a
partir de los 90 dias luego de la inyeccion i.c.v de STZ (Salkovic-Petrisic et al., 2006,
2013). Sin embargo, algunas alteraciones como la disminucion del nimero de neuronas
en hipocampo y corteza no son consistentes entre estudios (Nifo-Rivero et al., 2025).
Desde el punto de vista conductual, utilizando distintos ensayos comportamentales tales
como el laberinto acuatico de Morris y la prueba de evitacion pasiva, se ha evidenciado
que la administracion i.c.v de STZ produce déficits cognitivos afectando el aprendizaje
espacial, la memoria declarativa y no declarativa, y que estas alteraciones aparecen en
etapas tempranas o intermedias (15 dias o 60 dias post-STZ) y progresan hasta etapas
tardias (180 dias post-STZ) (Salkovic-Petrisic et al., 2006, 2013; Knezovic et al., 2015;
Nino-Rivero et al., 2025).

Aunque este modelo ha sido utilizado desde hace varios afios, la mayoria de estas
evidencias son utilizando ratas macho (Nitsch y Hoyer, 1991; Salkovic-Petrisic et al.,

2006, 2013; Nifio-Rivero et al., 2025). Sin embargo, recientemente han surgido trabajos
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que utilizan el modelo de EA esporéddico inducido por STZ en ratas hembra (Bao et al.,
2017; Naghibi et al., 2021; Lopez Hanotte et al., 2024). El trabajo realizado por Bao et
al. (2017) evidencio la presencia de déficit cognitivo mediante el ensayo de laberinto
acuatico de Morris 30 dias luego de la administracion i.c.v. bilateral de STZ en ratas
macho pero no en hembras, no siendo exploradas otras etapas del curso evolutivo en este
modelo, més alld de los 30 dias post-STZ (Bao et al., 2017). De manera interesante,
algunos trabajos estudiaron la presencia de alteraciones emocionales, encontrando un
aumento en las conductas de tipo-depresivas en ratas macho y hembras en el test de nado
forzado (TNF) 30 dias post-STZ (Naghibi et al., 2021). Mas interesante ain es que
algunos mecanismos explorados se vinculan a estados inflamatorios. El trabajo realizado
por Naghibi et al. (2021), si bien estudid la presencia de conductas de tipo-depresivas y
no la presencia de déficit cognitivo, evidencio en los animales que presentaron conductas
de tipo-depresivas una diferencia en los niveles de marcadores inflamatorios dependiente
del sexo. Asi, detectaron un aumento en los niveles de TNF-a en el hipocampo tanto en
machos como en hembras, aunque solamente en ratas hembras fue evidenciado un
aumento de TNF-o y una disminucion en los niveles de IL-10 en la corteza prefrontal
(Naghibi et al., 2021).

A pesar de que los estudios que vinculan la EA o la depresion con procesos
neuroinflamatorios han ido en aumento, aln existe escasa evidencia sobre su
comorbilidad en ratas hembras en este modelo, y los mecanismos que subyacen a las
diferencias en los estados pro-inflamatorios entre ambos sexos aun no son del todo

comprendidos, siendo fundamental avanzar en la comprension de los mismos.

1.2. ANTECEDENTES PARTICULARES

En nuestro laboratorio desde hace afios estamos trabajando en el modelo de EA
esporadica inducido por la administracion i.c.v. bilateral de STZ en ratas macho y hemos
caracterizado el curso temporal de alteraciones morfologicas y conductuales relacionadas
con la memoria, aportando nueva evidencia a lo que estaba publicado anteriormente para
este modelo (Salkovic-Petrisic et al., 2006; Knezovic et al., 2015; Knezovic y Salkovic-
Petrisic, 2025). En particular, hemos realizado una caracterizacién extensa del curso
temporal de las alteraciones conductuales y morfologicas, evaluando a distintos tiempos

post-STZ (y su vehiculo): 15, 30, 60, 90 y 120 dias.

En cuanto a los estudios morfologicos, se realizaron ensayos de
inmunohistoquimica para detectar fibras y neuronas colinérgicas (ChAT +), astrocitos
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(GFAP+) y neuronas (NeuN+). Por una parte, detectamos la presencia de modificaciones
morfolégicas en sub-regiones del hipocampo (CAl y CA3), evidenciadas por una
disminucién en la densidad de fibras colinérgicas a los 60, 90 y 120 dias post-STZ, aunque
no se observaron modificaciones en el giro dentado ni en el nimero de neuronas
colinérgicas en la corteza cerebral en ninguno de los estadios al compararlo con los
animales control. De forma interesante, también se evidencioé un aumento significativo en
el area inmunoreactiva para GFAP en CA1 y CA3 en todos los tiempos estudiados, desde
15 hasta 120 dias post-STZ, si bien no puede establecerse si dicho aumento en el area
reactiva estd dado por un aumento en el numero de astrocitos o por un aumento en el area
ocupada por los mismos. A nivel del giro dentado, se detectdé un aumento significativo en
el area reactiva para GFAP a partir de los 60 dias, permaneciendo aumentada hasta los
120 dias post-STZ. Asi también, en la corteza el aumento en el 4rea reactiva para GFAP
se observo en los 60 y 120 dias post-STZ, comparando con los controles. Es de sefalar
que no fueron observadas modificaciones en el nimero de neuronas NeuN+ en ninguna
de las regiones analizadas en ninguno de los grupos experimentales (Nifio-Rivero et al.,
2025). Este conjunto de resultados obtenidos en ratas machos sugieren que este modelo
de EA es considerado un modelo de astrogliosis con disminucion de inervacion
colinérgica y déficits cognitivos asociados a estructuras relacionadas con procesos de
memoria.

Las modificaciones comportamentales observadas fueron detectadas al realizar el
test de reconocimiento del objeto novedoso (NOR del inglés novel object recognition),
una prueba que evaliia la memoria de reconocimiento. Los resultados obtenidos en ratas
macho mostraron que a partir de los 60 dias post-STZ, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre el tiempo de exploracion del objeto familiar y objeto
novedoso, evidenciandose un déficit cognitivo de memoria de reconocimiento. Dicho
déficit continu6 detectandose en los tiempos posteriores analizados, a los 90 y 120 dias
post-STZ (Nifo-Rivero et al., 2025).

Es importante destacar que fue a partir de este conjunto de resultados
morfoldgicos, principalmente lo que se relaciona con la astrogliosis, y comportamentales,
observados en ratas macho, que se definio el curso temporal de este modelo de EA en una
etapa temprana (15 y 30 dias post-STZ), una intermedia (60 y 90 dias) y una tardia (120
dias post-STZ). A modo de conclusion, resaltamos que, desde una etapa temprana ya fue
detectada una astrogliosis significativa que permanecid durante todas las etapas

estudiadas, en regiones claves para los procesos de memoria como CAl y CA3. Asi
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también, esta astrogliosis fue acompanada de una disminucién en la inervacién
colinérgica en las mismas regiones, aunque a partir de una etapa intermedia, a los 60 dias
post-STZ, lo cual se acompafi6 de una astrogliosis a nivel del giro dentado. Por lo tanto,
se sugiere que en ratas macho los procesos inflamatorios a nivel cerebral producidos por
la STZ se evidencian ya desde etapas tempranas, detectados a través del aumento del area
reactiva para GFAP.

Es asi que, dado que la EA y la depresion presentan una mayor prevalencia en
mujeres, que los procesos inflamatorios mediados por citoquinas participan en ambas
patologias, y considerando las evidencias morfoldgicas y comportamentales obtenidas
previamente en ratas macho con el modelo pre-clinico de EA inducido por STZ,
consideramos de importancia determinar en una etapa temprana (30 dias) y una tardia
(120 dias), si el déficit cognitivo en hembras se manifiesta desde la etapa temprana y se
mantiene en la etapa tardia, y si dicho déficit se relaciona con estados pro-depresivos,
incorporando el estudio del rol de los mecanismos inflamatorios sistémicos y centrales

asociados a citoquinas.
Por lo tanto, nuestra hipdtesis de trabajo es:

2. HIPOTESIS

Las alteraciones cognitivas en hembras se manifestaran desde una etapa temprana
en el modelo de EA inducido por STZ e irdn acompaiiadas de conductas de tipo-
depresivas y se mantendran en la etapa tardia. Los cambios conductuales detectados irdn
acompafiados de un aumento en los niveles de citoquinas inflamatorias tanto a nivel

periférico como central, en ambas etapas.

3. OBJETIVO GENERAL

Estudiar el desempefio comportamental relacionado a la memoria y a conductas
de tipo-depresivas en ratas hembras en una etapa temprana y tardia del modelo
experimental de EA inducido por STZ y determinar los niveles sistémicos y centrales de

citoquinas inflamatorias.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar el desempefio cognitivo de las hembras en una etapa temprana (30 dias)

y en otra tardia (120 dias) del modelo de STZ en el NOR.
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2. Evaluar el desempefio de conductas tipo-depresivas de las hembras en una etapa

temprana (30 dias) y en otra tardia (120 dias) del modelo de STZ en el TNF.

3. Cuantificar los niveles de citoquinas inflamatorias centrales (en LCR e
hipocampo) y periféricas (en plasma), mediante citometria de flujo, en hembras

en una etapa temprana (30 dias) y en otra tardia (120 dias) del modelo de STZ.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Animales

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley hembras adultas de 200-300 gramos
provenientes de la Unidad de Reactivos y Biomodelos de Experimentacion (URBE) de la
Facultad de Medicina, UdelaR. Los animales fueron alojados en grupos de 4 animales por
caja bajo condiciones de temperatura y humedad controladas en un ciclo luz-oscuridad
de 12/12 horas con encendido de luces a 06:00 hs. Los animales recibieron agua y comida
ad libitum.

En total se emplearon 45 ratas hembra Sprague Dawley. Durante el procedimiento
experimental se registrd una mortalidad de 13% (n=6), principalmente asociada a
complicaciones anestésicas en la cirugia estereotaxica.

Los experimentos fueron realizados de acuerdo con las normas éticas aprobadas
por el Comité de Etica en el Uso de Animales (CEUA) de la Facultad de Medicina, (N°
de protocolo experimental 070151-000028-22). Se tomaron las medidas necesarias para
garantizar el bienestar de los animales utilizando el nimero minimo de animales necesario

para obtener resultados reproducibles y confiables.

5.2. Drogas y reactivos

La ketamina (50 mg/ml) y la xilacina (20 mg/ml) fueron obtenidas de Richmond
Vet Pharma (Argentina). El acedan 1% fue obtenido de Holliday Scott (Argentina). El
isofluorano fue obtenido de Terrel (Piramal Pharma Ltd, Telangana state, India) y el
uretano 1.2 gr/kg fue obtenido de Sigma-Aldrich ((# U-2500).

La STZ fue obtenida de Sigma-Aldrich (# S-0130). La misma fue disuelta en
liquido cefalorraquideo artificial (LCRa) a una concentracion de 50 mg/ml y pH entre
7.36-7.44. El LCRa se compone de CaCl; 1.15 mM, NaCl 120 mM, KCI 2 mM, MgCl,
0,8 mM, NaH>PO4 0,33 mM y NaH>COs3 27 mM disueltos en agua destilada.
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5.3. Cirugia estereotdxica e inyeccion i.c.v.

Los animales fueron anestesiados por via inhalatoria con isoflurano para la
induccion y posteriormente por via intraperitoneal con una mezcla de ketamina (75
mg/kg), xilacina (5 mg/kg) y acedan (1.5 mg/kg) y colocados en un aparato estereotaxico.

El LCRa o la STZ fueron inyectados de forma bilateral i.c.v. a través de una
jeringa Hamilton de 100 pl en dos dias distintos. Las coordenadas de microinyeccion
fueron definidas a partir de bregma segln el atlas de Paxinos y Watson (2005) y fueron
las siguientes: AP: -1.0, L: £1.8, DV: -3.4. La dosis de inyeccion fue 3 mg/kg en un
volumen final de 30 ul alcanzados mediante dos inyecciones separadas por 48 hs (dia 1
y dia 3). Luego de la microinyeccion, la jeringa permaneci6 en el sitio durante 5 minutos
para permitir una adecuada difusion del volumen microinyectado.

Durante ambas cirugias los animales recibieron analgésico (ketoprofeno 1 mg/kg
subcutaneo— NaxPet 0,4 mg/ml) y antibidtico (amoxicilina 1 mg/kg subcutdneo —
Clamoxyl L.A. 153 mg/ml).

Luego de las cirugias los animales fueron mantenidos en cajas individuales hasta
su recuperacion de la anestesia y posteriormente devueltos a sus cajas en grupos de cuatro
y trasladados nuevamente a URBE hasta la realizacion de los experimentos conductuales.

Cada semana se monitorizo6 el estado general de salud y el peso de los animales.

5.4. Test comportamentales

Todos los experimentos comportamentales fueron llevados a cabo en un cuarto de
comportamiento con condiciones ambientales de temperatura (22°C) y ciclo luz-
oscuridad controladas y similares a las de su alojamiento en URBE. Los animales fueron
trasladados al cuarto de comportamiento tres dias antes del comienzo de los ensayos
conductuales para una correcta habituacion al ambiente.

El protocolo utilizado incluyd tres sesiones de manipulacion o handling de 5
minutos de duracion durante los tres dias previo a los test conductuales (esquema 1 A,
protocolo experimental). El handling es una estrategia utilizada para habituar a los
animales a la manipulacion minimizando la respuesta de estrés a la novedad y mejorando
asi el bienestar de los animales (Bigelow et al., 2023). El procedimiento de handling
consistié en la sujecion de los animales e imitacion de los procedimientos que se
desarrollaran el dia del experimento y fue realizado de forma individual y siempre por la
misma experimentadora (la tesista). Las condiciones experimentales para el desarrollo del

NOR fueron determinadas basados en la experiencia previa de nuestro grupo en el uso
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del modelo en ratas macho. Sin embargo, el protocolo experimental utilizado fue
optimizado para su uso en hembras. Un ensayo piloto mostrd que las hembras presentaban
un patron de comportamiento mas ansioso que los machos dado que exploraron menos la
zona central de la caja de comportamiento. En base a este resultado se incluyo6 una sesion
mas de handling en comparacion con lo previamente descrito por nuestro grupo (Ruiz-

Viroga et a., 2023).

5.4.1. Test de Reconocimiento de Objeto Novedoso (NOR)

El NOR es un ensayo comportamental que permite evaluar un tipo de memoria
episddica en roedores, y es ampliamente utilizado para evaluar el desempefio cognitivo
de los animales y detectar alteraciones en la memoria. Consiste en situar a los animales
en una arena (campo abierto) donde se evaltia la memoria de reconocimiento de un objeto
previamente explorado (objeto familiar) en comparacion con un objeto nuevo (objeto
novedoso). El modelo se basa en la preferencia natural de los roedores por la novedad
(Ennaceur y Delacour, 1988). El reconocimiento del objeto novedoso en ratas puede
medirse por la diferencia en el tiempo de exploracion del objeto novedoso respecto al
objeto familiar (Ennaceur & Delacour, 1988; Ennaceur 2010; Galeano et al., 2014).

El NOR se realizo en un campo abierto que consiste en una caja cuadrada de 80 x
80 cm de color negro con paredes de 40 cm de altura. En su base posee lineas blancas que
determinan cuadrantes de 20 x 20 cm (esquema 1 B, Ilustracion test de reconocimiento
de objeto novedoso). El campo abierto se iluminé de forma indirecta con una intensidad
de luz de 5-15 luxes distribuidos de forma homogénea en las esquinas y el centro del
campo, para evitar sesgos o preferencias de los animales por lugares de mayor oscuridad
(Shanazz et al., 2021). Las condiciones de iluminacién se mantuvieron iguales durante
todos los dias en que dur6 el experimento. Se emplearon dos pares de objetos: matraces
Erlenmeyer con franjas verticales negras (17 cm de altura) y frascos cilindricos de vidrio
con franjas horizontales blancas (17 cm de altura) de acuerdo a antecedentes del grupo
(Ruiz-Viroga et al., 2023). Ambos juegos de objetos tenian un tamafio y peso adecuados
para que las ratas no pudieran moverlos ni subirse sobre ellos. Todos los experimentos
fueron grabados por una camara de video ubicada en la parte superior y central del campo.
Antes y después de cada prueba, el campo abierto y los objetos fueron limpiados con
etanol al 70% y secados. El ensayo comportamental comienza con una etapa de
habituacion al campo abierto. Se realizaron dos sesiones de habituacion de 10 minutos de

duracién separadas por 24 horas en ausencia de objetos (habituacion 1 (H1) y 2 (H2);
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esquema 1). En ambas sesiones de habituacion se analizo la actividad motora de los
animales mediante la cuantificacion de los siguientes pardmetros: numero de cruces de
los cuadrantes (como indice de actividad locomotora), nimero de rearings (actividad
exploratoria vertical), acicalamientos o groomings y cruces por el cuadrado central de la
caja como indicadores de ansiedad.

Veinticuatro horas después de la tltima sesion de habituacion las ratas fueron
expuestas durante 5 minutos a un par de objetos idénticos colocados en una posicion
simétrica cerca de dos de las esquinas (ensayo de muestra; esquema 1). La posicion de
los objetos en las esquinas fue contrabalanceada entre los diferentes animales para evitar
sesgos de posicion de los objetos. Veinticuatro horas después, en el ensayo de retencion,
uno de los objetos fue reemplazado por un objeto novedoso manteniendo la misma
posicion de los objetos que se habia utilizado para el ensayo de muestra y se registro la
conducta de exploracion durante 5 minutos. Se cuantificd de forma manual a partir de los
videos, el tiempo en que cada una de las ratas explor6 cada objeto, tanto en el ensayo de
muestra como en el de retencion. El tiempo de exploracion de los objetos se considerd
como aquel en el que el hocico del animal estaba a menos de 2 cm de distancia del objeto.
No se consider6 como tiempo de exploracion los rearings apoyados en el objeto o
cualquier otro tipo de conducta.

A partir de los tiempos de exploracion registrados durante el ensayo de retencion,
se obtuvo el indice de discriminacidon d2 calculado de la siguiente manera d2= (tn-tr) /
(tat+tr), donde t, es el tiempo de exploracion del objeto novedoso y tr el tiempo de
exploracion del objeto familiar (Galeano et al., 2014; Ruiz-Viroga et al., 2023).

En este ensayo comportamental, se espera que durante el ensayo de retencion los
animales reconozcan el objeto novedoso como tal, y por lo tanto lo exploren durante mas
tiempo en comparacion al objeto familiar. En este caso el indice de discriminacion d2
sera significativamente mayor a cero. De esta forma, tiempos de exploracion similares en
ambos objetos son indicadores de una afectacion en la memoria (Ruiz-Viroga et al.,

2023).

5.4.2. Test de Nado Forzado (TNF)

El TNF es una prueba descrita originalmente por Porsolt en 1978 (Porsolt et al.,
1978). Esta basado en la observacion de que los roedores expuestos a una situacion de
nado inescapable (estimulo estresor, relacionado con estar en el agua) desarrollan una

postura denominada de inmovilidad, durante la cual los animales realizan Gnicamente
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aquellos movimientos necesarios para mantenerse a flote (Porsolt et al., 1978; 2001). El
TNF, de forma general, es ampliamente utilizado por su sensibilidad a la accidon de drogas
con perfil antidepresivo permitiendo realizar un rapido screening de nuevas drogas o
estrategias terapéuticas al ser administradas por via sistémica o central. Un efecto
antidepresivo en el TNF se evidencia como un aumento de los comportamientos activos
de nado de los animales (desplazamiento horizontal en el cilindro con agua) y
escalamiento o climbing (movimientos ascendentes, usualmente sobre las paredes del
cilindro), mientras que se detecta una disminucion en el tiempo de inmovilidad (Figura
3; Cryan et al., 2005).

Para la realizacion del TNF se utiliz6 un recipiente cilindrico de acrilico
transparente de 24 cm de didmetro y 50 cm de alto, que es rellenado con agua corriente a
una temperatura de 23-24 °C hasta una profundidad de 34 cm.

Los animales fueron expuestos a dos sesiones de nado. La primera sesion
denominada pretest, se realiz6 2 horas luego de culminado el ensayo de retencion en el
NOR. En el pretest, los animales fueron colocados en el recipiente con agua durante 15
min y, posteriormente, fueron secados mediante secador y toallas, y devueltos a sus cajas
originales. Veinticuatro horas después, los animales fueron sometidos a una segunda
sesion de nado de 5 min de duracion (el fest propiamente dicho) durante la cual se
cuantificé el tiempo de nado, de inmovilidad y escalamiento por observacion directa de
la experimentadora y corroborados a partir de los videos obtenidos de acuerdo al

protocolo experimental (esquema 1).
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PROTOCOLO EXPERIMENTAL

ENSAYO DE TEST DE NADO

A RECONOCIMIENTO DE OBJETO 2h FORZADO 41,
ESTEREOTAXIA HANDLING NOVEDOSO (NOR) — (INF) —
Dia 48h  Dia 20 0120 DAS 5 24N 5 240 o, | H1 240 H2 24h EM 24h ER | pretest 2 Test |Eutanasia
1 3 10’ 10’ 5 5
Inyecciéni.c.v Bioterio U.R.B.E H= Habituacién; EM= Ensayo de Laboratorio
STZ o Vehiculo (LCRa) Facultad de Medicina muestra; ER = Ensayo de retencién

Ensayo de habituacién Ensayo de muestra Ensayo de retencién

|— Determinacion de la fase del ciclo estral mediante frotis vaginales —|

/A

Climbing

A Matraz Erlenmeyer con franjas verticales negras

é Frascos ciliindricos de vidrio con franjas horizontales blancas
—

Esquema 1. Protocolo experimental y ensayos comportamentales.

(A) Protocolo experimental, incluye la cirugia estereotaxica, el handling, el test de reconocimiento de
objeto novedoso (NOR) — compuesto por las sesiones de habituacion 1 y 2 (H1, H2), ensayo de muestra
(EM) y ensayo de retencion (ER) — y el test de nado forzado (TNF). Finalizados los ensayos
comportamentales se realizo la extraccion de LCR, seguida de eutanasia por guillotina para la obtencion de
sangre (plasma) y posterior diseccion del hipocampo. (B) Ilustracion del NOR. (C) Ilustracion del TNF.
5.5. Evaluacion del ciclo estral

Debido a las evidencias de la influencia hormonal en diversos procesos (Berridge
et al.,, 2022; Pestana y Graham 2024) y de forma de poder asociar las posibles
modificaciones a nivel conductual con la etapa del ciclo estral, se determinaron las etapas
del ciclo estral de todas las ratas hembra mediante citologias vaginales. Las mismas
fueron realizadas entre las 9:00-9:30 am y de manera diaria durante el periodo de
realizacion de los experimentos conductuales (esquema 1). Para tomar la muestra vaginal
se realiz6 un lavado con agua destilada utilizando pipeta Pasteur. La muestra fue colocada
en un portaobjetos y observada mediante microscopio Optico determinando asi la fase del
ciclo estral en que se encontraba la rata hembra cada dia. En la figura 1 se muestra de
forma representativa la citologia de cada etapa del ciclo estral de la rata hembra, que
consta de cuatro fases sucesivas: proestro, estro, metaestro y diestro. La fase de proestro
se caracteriza por la presencia de gran cantidad de células epiteliales nucleadas (Figura
1A y 1B), en la fase de estro se aprecian grandes cantidades de células epiteliales

queratinizadas a forma de placas o escamas cornificadas sin nticleo visible y se observan

muy pocas células nucleadas (Figura 1C y 1D), la fase de metaestro se determina por la
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observacion de igual proporcion de leucocitos, células queratinizadas y células epiteliales
nucleadas (Figura 1E y 1F), mientras que la fase de diestro se caracteriza por la

predominancia de leucocitos (Figura 1G y 1H, modificada de Marcondes et al., 2002).

50 pm 200 pm

—_— —_—

Figura 1. Microfotografias de la muestra obtenida por exudado vaginal en los distintos estadios del ciclo
estral: proestro (A, B), estro (C, D), metaestro (E, F) y diestro (G, H). Se sefialan los distintos tipos
celulares: leucocitos (L), células epiteliales (E), y células queratinizadas (C). Extraida y modificada de
Marcondes et al. (2022).
5.6. Obtencion de muestras de plasma, tejido cerebral y LCR

Una vez finalizados los experimentos conductuales las ratas fueron anestesiadas
con uretano (1.2 g/ml, i.p.) y posteriormente se procedié a la extraccion del LCR. La
misma se realiz6 mediante puncion y aspiracion directa en la cisterna magna utilizando

una jeringa de 1 ml. De cada rata, fueron obtenidos entre 80 y 100 ul de LCR.
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Inmediatamente después, los animales fueron sacrificados por decapitaciéon y se
colectaron muestras de sangre mediante trunk-blood en tubos que contenian el
anticoagulante EDTA 0.1 M a pH de 8. Para obtener el plasma, las muestras de sangre
fueron centrifugadas a 4°C, por 15 minutos a 4000 g utilizando una centrifuga refrigerada
(Thermo Scientific Heraeus Pico 21). Posteriormente a la obtencién de la sangre, se
diseco rapidamente el cerebro en hielo y se obtuvieron las muestras de ambos
hipocampos. Todas las muestras obtenidas (LCR, plasma e hipocampo) fueron rotuladas

y almacenadas a -80°C hasta su procesamiento posterior.

5.7. Determinacion de los niveles de citoquinas

Para la determinacion de los niveles de citoquinas inflamatorias en las muestras
de LCR, plasma e hipocampo se utiliz6 el Kit comercial LEGENDplex™ Rat Th
Cytokine Panel V02 (BioLegend, nlimero de lote B415104).

Este ensayo emplea perlas de poliestireno marcadas con anticuerpos especificos
para cada citoquina de interés y el kit utilizado permitio la deteccion de 13 citoquinas:
TNF-a, IL-10, IL-12p70, IL1-B, IL17-A, IL-18, IL-33, IL-1a, IL-6, INFy, CXCL1, MCP-
1 y GM-CSF. La deteccion de las mismas se realizé mediante citometria de flujo en el
equipo Attune NxT (Thermo Fisher Scientific) equipado con un autosampler,
perteneciente a la Plataforma de Citometria de Flujo del Instituto Pasteur de Montevideo.
Estos ensayos se realizaron en el marco de una pasantia PEDECIBA, realizada bajo la
supervision de la Dra. Mariela Bollati, jefa de la Unidad Biologia Celular del Instituto
Pasteur de Montevideo y la Dra. Hellen Daghero, integrante de su grupo de investigacion.

Las muestras de hipocampo obtenidas requirieron de un procesamiento previo
para la obtencion del sobrenadante de tejido. Los tejidos fueron colocados en un buffer
de lisis (120 mg NaCl, 47.28 mg Tris, 150 pL NP40 puro, 1500 pL glicerol y 600 pL de
cocktail inhibidor de proteasas), sonicados y posteriormente centrifugados (4°C, 9000 g;
15 minutos). Se recogié el sobrenadante que fue alicuotado y almacenadas a -80°C hasta
el momento de la cuantificacion de citoquinas. Este procesamiento se realizé en el
Departamento de Neurofarmacologia Experimental del IIBCE.

La deteccion de las citoquinas en las muestras de plasma y LCR requirié una
optimizacion previa que consistio en determinar tanto las diluciones como las condiciones
Optimas del equipo para lograr los resultados.

El kit fue utilizado de acuerdo a las instrucciones del proveedor. En placas de 96

pocillos con fondo en V se incubaron durante 2 horas las muestras de plasma,
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sobrenadante de hipocampo y LCR junto con 25 puL de buffer de ensayo y 25 pL de la
solucion que contenia las perlas de poliestireno marcadas con anticuerpos especificos
para cada citoquina. Para las muestras de plasma y de sobrenadantes de hipocampo se
utilizé un factor de dilucion de 1:4, mientras que las muestras de LCR se utilizaron sin
diluir. Todos los estandares y muestras se sembraron por duplicado en las placas.
Posteriormente se centrifugaron para permitir el descenso de las perlas en las placas. Se
realizaron lavados con solucion de lavado proporcionada por el kit y se agregé 25 uL. de
solucion de anticuerpos de deteccion dejando incubar durante 1 hora. Posteriormente se
afiadi6 estreptavidina-ficoeritrina (SA-PE) para el marcado de los complejos antigeno-
anticuerpo formados. Finalmente, las muestras fueron re-suspendidas en buffer de ensayo
y mediante citometria de flujo se midi6 la intensidad de fluorescencia emitida por los
complejos antigeno-anticuerpo. Las mediciones fueron realizadas en un citdmetro Attune
™ NxT, el cual fue utilizado siguiendo las instrucciones del fabricante, realizando el
startup, limpieza y performance test antes de cada uso. La sensibilidad fue verificada
mediante perlas de calibracion. La tasa de eventos fue de 4000 eventos/s. Para el
procesamiento de los eventos de fluorescencia generados por el complejo antigeno-
anticuerpo, utilizamos el software LEGENDplex TM de BioLegend. Se generaron curvas
estandar para posteriormente extrapolar las concentraciones de las 13 citoquinas en las
muestras de plasma, hipocampo y LCR, las cuales fueron expresadas en pg/mL. Se obtuvo
el coeficiente de variacion de cada muestra sembrada por duplicado, que representa la
dispersion relativa de la sefial de fluorescencia respecto a su media y permite comparar la
variabilidad de la muestra analizada. En la tabla 1 se muestra el coeficiente de variacion

promedio obtenido para cada tipo de muestra en cada etapa del modelo.

Etapa del Tipo de muestra Coeficiente de variacion (CV)
modelo promedio (%)
T30 Plasma 14.31
(n=14) Hipocampo 6.61
LCR 10.06
T120 Plasma 12.87
(n=23) Hipocampo 11.42
LCR 12.37

Tabla 1. Coeficiente de variacion (CV, %) promedio obtenido en la medicion de los niveles de citoquinas
inflamatorias por citometria de flujo para cada tipo de muestra analizada en cada etapa del modelo.
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5.8. Analisis estadistico

Los datos son expresados como la media + error estandar de la media (EEM). Las
graficas y analisis estadisticos se realizaron utilizando el software GraphPad Prism §.
Todos los datos fueron sometidos al test de normalidad de Kolmogorov-Smirnov o
Shapiro-Wilk y posteriormente si la distribucion fue normal se aplicd la prueba t- Student
para muestras independientes o muestras pareadas, o en el caso de que no pasar el test de
normalidad, se aplico la prueba de Mann-Whitney. Para analizar el coeficiente d2 en el
NORT se utilizé la prueba t de Student para una muestra, comparando con un valor

hipotético de d2 de 0 (cero). La significancia estadistica fue considerada con un P <0.05.

6. RESULTADOS

6.1. Resultados comportamentales
6.1.1. Desempeiio en el NOR

La Figura 2 muestra la conducta de los animales durante la fase de habituacion
H1 y H2 al campo abierto. En la etapa temprana (T30) observamos que el nimero de
cruces y de groomings fue similar durante las sesiones de habituacion 1 y 2 en los
animales administrados con LCRa (grupo control) asi como en aquellos que recibieron
STZ (Fig. 2A y 2C). Sin embargo, se evidenci6é una disminucion significativa en el
numero de rearings en la H2 al comparar con la H1 en el grupo control y tratado con STZ
(LCRa: t=2.80, gl=7, p=0.0264; STZ: t=3.38, gl=5, p=0.0196, Fig. 2B), indicativo de una
adecuada habituacion al campo abierto.

En la etapa tardia del modelo (T120), evidenciamos una reduccion significativa
en el nimero de cruces y de rearings en la sesion H2 tinicamente en el grupo administrado
con LCRa (numero de cruces, LCRa: t=2.69, gl=11, p=0.0200, Fig 2D; rearings, LCRa:
t=2.97, gl=11, p=0.0127, Fig 2E). No se observaron cambios en el nimero de groomings
en ninguno de los grupos experimentales (Fig. 2F). Los datos sugieren que a T120 los
animales tratados con STZ no se habituaron al campo abierto.

Los resultados del analisis de los datos obtenidos en las fases de la habituacion
del NOR, sugieren que el desempeiio de los animales en el NOR tanto a T30 como T120
no estaria influenciado por alteraciones en su actividad locomotora. Por otra parte, a T30
existe una adecuada habituacion al campo abierto de ambos grupos (controles y tratados),

mientras que a T120 los animales tratados no habituaron al campo abierto.
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Figura 2. Numero de cruces (A, D), rearings (B, E) y groomings (C, F) durante las sesiones de habituacion
1 (H1)y 2 (H2) del NOR en hembras evaluadas 30 (A, B, C) o 120 dias (D, E, F) luego de la administracion
i.c.v. de LCRa o STZ. Media + EEM. T30 N=6-8; T120 N=11-12. Test #-student. *P<0.05.

La Figura 3 muestra el tiempo de exploracion de los objetos durante el ensayo de
muestra en el NOR. No se observaron diferencias significativas en el tiempo de
exploracion de ambos objetos en el grupo control ni en los animales tratados con STZ en
ambas etapas del modelo (Fig. 3A y 3B), sugiriendo que no existe preferencia de
exploracion por ninguno de los objetos idénticos presentados en esta etapa del ensayo.
Ademas, teniendo en cuenta que se varié la posicion de los objetos en el ensayo de
muestra entre los animales, podemos descartar preferencias por la posicion de los objetos

en el campo abierto en un determinado lugar o esquina.
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Figura 3. Tiempo total de exploracion de los objetos familiares (F1 y F2) durante el ensayo de muestra del
NOR en hembras evaluadas 30 (A) o 120 dias (B) luego de la administracion i.c.v de LCRa o STZ. Media
+ EEM. T30 N=6-8; T120 N=11-12. Test ¢-student.

La Figura 4 muestra el tiempo de exploracion y el indice de discriminacion en el
NOR en el dia del ensayo de retencion. En la etapa temprana T30, observamos que el
tiempo de exploracion del objeto novedoso fue significativamente mayor en comparacion
al tiempo de exploracion del objeto familiar en el grupo control (t=3.22, gl=7, p=0.0147,
Fig. 4A). Sin embargo, en el grupo tratado con STZ los tiempos de exploracion del objeto
familiar y novedoso fueron similares (t=1.28, gl=5, p=n.s. , Fig. 4A). De acuerdo con
estos parametros, observamos que el indice de discriminacion d2 fue significativamente
mayor a cero en el grupo control (t=3.55, gl=7, p=0.0093, Fig. 4B), mientras que en el
grupo tratado con STZ el indice d2 no se diferenci6 significativamente de cero (t=1.13,
gl=5, p=n.s., Fig. 4B).

En T120, observamos que el tiempo de exploracion del objeto novedoso fue
significativamente mayor en comparacion al objeto familiar en el grupo control (t=2.33,
gl=11, p=0.0398, Fig. 4C). Sin embargo, los animales tratados con STZ exploraron de
forma similar ambos objetos (t=0.26, gl=10, p=n.s., Fig. 4C). Asi, el indice de
discriminacioén d2 para el grupo control se diferencid de forma significativa de cero
(t=2.83, gl=11, p=0.0161, Fig. 4D) mientras que en el grupo STZ no se diferencio
significativamente de cero (t=0.03, gl=10, p=n.s., Fig. 4D).

Los resultados sugieren que la administracion i.c.v. de STZ en hembras induce
alteraciones cognitivas relacionadas con la memoria de reconocimiento, que aparecen

tempranamente, a los 30 dias post-STZ.
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Figura 4. Tiempo total de exploracion del objeto familiar (OF) y novedoso (ON) e indice de discriminacion
D2 durante el ensayo de retencion del NOR en hembras evaluadas 30 (A, B) o 120 dias (C, D) luego de la
administracion i.c.v de LCRa o STZ Media + EEM. T30 N=6-8, T120 N=11-12. Test de t-student. *P<0.05;
**P<0.01.

6.1.2. Desempeiio en el TNF

La Figura 5 muestra el efecto de la administracion de STZ sobre la conducta de
los animales en el TNF evaluado en las dos etapas: T30 y T120.

En la etapa temprana, no se evidenciaron diferencias significativas en ninguno de
los tres parametros analizados: c/imbing, nado o inmovilidad al comparar los tiempos de
permanencia en cada conducta entre el grupo control y el grupo tratado con STZ (Fig.
5A).

En la etapa tardia, evidenciamos un aumento significativo en el tiempo de
inmovilidad en el grupo tratado con STZ en comparacién con el grupo control (t=3.08,
gl=21, p=0.0056, Fig. 5B) y una reduccion significativa en el tiempo de cl/imbing (t=2.35,
gl=21, p=0.0287, Fig. 5B). No se observaron diferencias significativas en el tiempo de
nado (Fig. 5B).
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Los resultados de este ensayo muestran la aparicion de un perfil conductual de

tipo-depresivo en la etapa tardia en el grupo tratado con STZ comparado con su control.
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Figura 5. Tiempo de permanencia en las conductas de climbing, nado e inmovilidad en el TNF en hembras
evaluadas 30 (A) o 120 dias (B) luego de la administracion i.c.v de LCRa o STZ Media + EEM. T30 N=6-
8, T120 N=11-12. Test de t-student. *P<0.05; **P<0.01.

6.2. Cuantificacion de los niveles de citoquinas inflamatorias por citometria de flujo

En las figuras 6 a la 13 se muestran los resultados obtenidos de la cuantificacion
de las citoquinas en todos los grupos experimentales, separados por tipo de muestra
analizada: plasma, sobrenadante de hipocampo y LCR. Se muestran resultados de trece
citoquinas para plasma y sobrenadante de hipocampo en tanto que para las muestras de
LCR se muestran nueve citoquinas dado que no se detectaron niveles significativos de
IFN-y, GM-CSF en T30 ni en T120. Si bien se detectd un aumentd estadisticamente
significativo en los niveles de IL-18 e IL-33 en LCR a T120, muchas de las muestras
ensayadas no tuvieron valores detectables por este sistema de deteccion.

En las muestras de plasma, en T30 no se observaron diferencias estadisticamente
significativas en los niveles de ninguna de las citoquinas inflamatorias analizadas en los
animales tratados con STZ respecto al grupo control (Fig. 6). Fue observada una tendencia
a la disminucioén en los niveles de IFN-y y de IL-12p70 en el grupo tratado respecto al
grupo control (IFN-y: Mann-Whitney U=12, p=0.08; IL-12p70: Mann-Whitney U=11,
p=0.08; Fig. 6 C, H).

En las muestras de plasma obtenidas en T120, evidenciamos una disminucion
estadisticamente significativa de IL-1a en los animales tratados con STZ en comparacion

con los animales control (Mann-Whitney U=31, p=0.0308, Fig. 7L). El resto de las
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citoquinas analizadas no present6 diferencias estadisticamente significativas entre ambos
grupos en esta etapa (Fig. 7).

Se realizé la comparacion entre los niveles de las distintas citoquinas en las
muestras de plasma de los animales de T30 y T120 y no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los animales controles de ambas etapas, lo cual pone
en evidencia que a pesar de las diferencias en edades (3 meses de edad para los animales
ensayados a T30 y 6 meses de edad para los animales ensayados a T120), estos parametros
se mantienen en ambos grupos. Este andlisis demuestra la reproducibilidad en la
obtencion y procesamiento de las muestras asi como del sistema de deteccion.

Por otra parte, en las muestras de hipocampo, en T30 no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en los niveles de citoquinas inflamatorias en animales
inyectados con STZ respecto al grupo control (Fig. 8). Sin embargo, de forma interesante,
en la etapa tardia T120 observamos una disminucion de los niveles de IL1-f en los
animales tratados en comparacién con los animales control (Mann-Whitney U=17,
p=0.0017; Fig. 9 I). El resto de las citoquinas analizadas no presentaron diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos en esta etapa (Fig. 9).

También realizamos la comparacion entre los niveles de citoquinas en los
animales controles de ambos grupos, T30 y T120, y observamos que, en el hipocampo,
existe un aumento estadisticamente significativo en los niveles de IL-12p70 (t=2.22,
gl=18, p=0.0388; Fig. 10H) e IL-1B (t=2.93, gl=18, p=0.0089; Fig. 10 I) en las muestras
obtenidas de animales controles de T120 respecto a T30. Este resultado sugiere que
existiria mayor inflamacion en hipocampo con el envejecimiento.

Por ultimo, al analizar las muestras de LCR de ambos grupos experimentales, no
se observaron diferencias estadisticamente significativas en los niveles de citoquinas en
animales inyectados con STZ respecto al grupo control en la etapa temprana T30 (Fig.
11). Sin embargo, en la etapa tardia T120 (Fig. 12), los resultados muestran un aumento
estadisticamente significativo de varias de las citoquinas analizadas en los animales
inyectados con STZ en comparacién con los animales control. Dichas citoquinas fueron:
TNF-a (t=2.61, gl=21, p=0.0160, Fig. 12A), IL-10 (t=2.82, gl=21, p=0.0102, Fig. 12B),
IL-12p70 (Mann-Whitney U=24, p=0.0086, Fig. 12E), IL1-f (Mann-Whitney U=15,
p=0.0010, Fig. 12F), IL17-A (Mann-Whitney U=7, p=<0,0001, Fig. 12G), IL-10 (Mann-
Whitney U=23, p=0.0070, Fig. 12H) e IL-6 (t=3.16, gl=21, p=0.0047, Fig. 12 I).

Los niveles de INFy, CXCL1, MCP-1 y GM-CSF no mostraron diferencias

estadisticamente significativas entre ambos grupos. También realizamos la comparacion
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entre los niveles de citoquinas pro y antiinflamatorias en animales control de la etapa
temprana T30 y tardia T120 y observamos que, en las muestras de LCR, existe un
aumento estadisticamente significativo en los niveles de IL-12p70 (t=2.12, gl=18,
p=0.0481; Fig. 13E), IL-1pB (t=2.72, gl=18, p=0.0138; Fig. 13F), IL-1a (t=3.24, gl=18,
p=0.0045; Fig. 13H) e IL-6 (t=3.86, gl=18, p=0.0011; Fig. 131) en la etapa tardia respecto

a la etapa temprana.
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Figura 6. Niveles de Citoquinas en Plasma a T30. (A-M). Niveles de las citoquinas TNF-a, IL-10, IFNy,
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de la administracion i.c.v de LCRa o STZ. Media + EEM. N=6-8.
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*P<0.05, **P<0.01.

6.3. Evaluacion de las etapas del ciclo estral

La figura 14 muestra la distribucion de las fases del ciclo estral de las hembras en
cada uno de los dias en que se realizaron las etapas de ambos ensayos comportamentales.
En el caso de las hembras evaluadas en T30, no observamos una distribucion
predominante en ninguna etapa del ciclo en ninguno de los momentos del experimento
tanto en el grupo control como en el tratado con STZ (Fig. 14 A, C, E, G, I).

En la etapa tardia T120 observamos una predominancia de hembras en la fase de
estro durante el ensayo de muestra y de retencion, aunque esto sucedié de manera similar
en el grupo control asi como en el tratado con STZ (Fig. 14 F, H). El dia de realizacion
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del TNF, observamos una predominancia de hembras en la fase de diestro en el grupo
control mientras que hubo una predominancia de hembras en la fase de estro en el grupo
STZ (Fig. 14 ).

La similar distribucién observada en el grupo control y tratado en las distintas
fases del ciclo estral sugiere que las diferencias observadas en el desempefio cognitivo en
el NOR y la presencia de conductas de tipo-depresivas en el TNF no estarian
determinados por la fase del ciclo estral en la que estuvieran las ratas al momento del
ensayo.
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Figura 14. Histograma de frecuencia de la fase del ciclo estral de las hembras durante los ensayos
conductuales en el ensayo de retencion del NOR (A-H) y el TNF (I,J) en el grupo experimental de 30 (T30;
A,CE,G,I) o 120 dias (T120; B,D,F,H,J) luego de la administracion i.c.v de LCRa o STZ.
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7. DISCUSION

En la presente Tesis de Maestria se caracterizo la presencia de alteraciones en la
memoria de reconocimiento en ratas hembras en dos etapas del modelo de EA esporadico
inducido por STZ, la coexistencia de conductas de tipo-depresivas y su correlacion con
niveles de citoquinas inflamatorias a nivel sistémico y central. También se evalu6 la
relacion entre el desempefio en los ensayos conductuales y la fase del ciclo estral en que

estaban las hembras durante dichos ensayos.

7.1. Las alteraciones en la memoria en hembras se manifiestan desde la etapa temprana
y se mantienen en la etapa tardia

En el contexto de esta tesis logramos optimizar el protocolo experimental para la
evaluacion de ratas hembras en el NOR en nuestro laboratorio.

La manipulacion y exposicion de las ratas hembras al campo abierto demostr6 un
perfil conductual mas ansioso evidenciado como una reduccion en el numero de cruces
por la parte central del campo abierto en comparacion con nuestros antecedentes en ratas
macho. Como estrategia para resolver este aspecto que podria dar lugar a dificultades en
la realizacion de NOR e interpretacion de resultados se aumento la cantidad de sesiones
previas de handling y se optimizaron de condiciones de luz-oscuridad, temperatura y
tiempo de duracion de cada sesion, logrando poner a punto este ensayo en ratas hembras
Sprague Dawley para obtener resultados confiables y reproducibles.

Los resultados del ensayo de retencion del NOR en hembras tratadas con STZ
i.c.v., mostraron tiempos de exploracion similares del objeto familiar y novedoso, al
compararlos con ratas control. El indice d2 fue cercano a cero, lo cual es indicativo de un
déficit de memoria, y de forma interesante, se manifiesta desde la etapa temprana y se
mantiene en la etapa tardia.

Este resultado va en linea con la hipétesis planteada y difiere con los antecedentes
de nuestro grupo en ratas macho, donde los déficits cognitivos inducidos por la
administracién de STZ aparecen en etapas posteriores, a partir de los 60 dias post-STZ
(Nifio-Rivero et al., 2025), por lo tanto, destacamos que en el modelo de EA esporadica
inducida por STZ, el déficit en la memoria de reconocimiento en hembras aparece en
etapas mas tempranas que en machos.

Considerando que la gran mayoria de los estudios realizados utilizando el modelo
de EA esporadico inducido por STZ han sido realizados en ratas macho (Ledn-Arcia et

al., 2025), los resultados de la presente tesis logran avanzar en la caracterizacion del curso
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temporal de los déficits cognitivos, relacionados con la memoria de reconocimiento, en
ratas hembra en un modelo de EA esporadico.

A pesar de que la EA de tipo esporadica representa el 95% de los casos de EA en
humanos, la mayoria de la evidencia disponible realizada en modelos preclinicos ha sido
utilizando modelos de EA de tipo familiar, utilizando modelos animales de ratas o ratones
machos y hembras transgénicas para EA, que representan menos del 5% de los casos en
humanos (LaFerla y Green, 2012). Estos modelos, desarrollados principalmente en
ratones y ratas portadores de mutaciones en APP, PS1 o PS2, han sido fundamentales
para comprender algunos de los mecanismos involucrados en la patogénesis de la EA,
como los mecanismos de neurodegeneracion relacionados con el deposito extracelular
del péptido AP, aunque presentan limitaciones en la traslacion de los resultados a la EA
esporadica, particularmente en lo que refiere al envejecimiento y los factores metabolicos
o inflamatorios (Onos et al., 2016). La evidencia disponible en estos modelos
transgénicos no es concluyente, mostrando distintos resultados respecto al desarrollo del
déficit cognitivo y las diferencias entre sexos. Mientras que algunos de los trabajos
observan la aparicion de deterioro cognitivo de forma mas temprana en machos que en
hembras, adjudicando un efecto protector de los estrégenos en hembras jovenes que
evitaria la aparicion de déficits cognitivos a joven edad (Kommaddi et al., 2023), otros
estudios evidencian, al igual que nuestros resultados, una aparicion mas temprana del
déficit cognitivo en hembras con una progresion mas rapida y severa (Hirata-Fukae et al.,
2008; Kolahchi et al., 2024).

Sin embargo, en la EA de tipo esporadica en hombres y mujeres la edad de
presentacion suele ser mds tardia en comparacion con la EA de tipo familiar, y
posiblemente los mecanismos que subyacen las diferencias entre sexos difieran en la EA
de tipo familiar de inicio temprano y la EA esporadica, siendo fundamental avanzar en la
comprension de otros mecanismos involucrados. En este sentido, nuestros resultados
estan en linea con lo evidenciado en estudios en pacientes mujeres con EA, que si bien la
evidencia no es concluyente, han observado que en las fases tempranas de la EA, las
mujeres presentarian una evolucion clinica mas rapida, con un descenso mas pronunciado
en las escalas de valoracion cognitiva tales como Mini-Mental State Examination, en

comparacion con los hombres (Filon et al., 2016; Rosende-Roca et al., 2025).
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7.2. Las conductas de tipo-depresivas se evidenciaron en la etapa tardia y no en la
temprana

El TNF permiti6 evaluar la presencia de conductas de tipo-depresivas en nuestro
modelo. En este sentido, se ha descrito la sensibilidad de este ensayo para evidenciar
respuestas comportamentales pro-depresivas, evidenciadas por un aumento en la
inmovilidad y disminucién del nado y/o escalamiento (Temel et al., 2007; Lagos et al.,
2009; Urbanavicius et al., 2014; 2019).

Los resultados del TNF en la etapa tardia del modelo de EA inducido por STZ en
hembras, muestran un aumento en el tiempo de inmovilidad a expensas de una
disminucioén en el tiempo de climbing, compatible con la aparicion de un perfil conductual
de tipo-depresivo en dicho grupo experimental. Esto no se observé en la etapa temprana
del modelo, sugiriendo que la probable comorbilidad entre la EA y depresion se da en
etapas mas tardias de la enfermedad.

Este resultado se contradice con nuestra hipotesis y con lo reportado previamente
en la literatura, que establece que la depresion se manifiesta como un sintoma temprano
de la EA, y que también es un factor de riesgo para el desarrollo de la misma (Hayley et
al., 2021; Elser et al., 2023; Petkus et al., 2024), por lo cual seria esperable encontrarlo
desde etapas tempranas.

Es de destacar que a diferencia de los déficit cognitivos relacionados a la memoria
de reconocimiento, que fueron evaluados mediante el NOR, ensayo que ha sido
previamente utilizado en el modelo de EA esporadica inducido por STZ en distintas
etapas en nuestro grupo en ratas macho, esta es la primera vez que evaluamos conductas
de tipo-depresivas mediante el TNF en este modelo en ratas hembras en nuestro
laboratorio. Si bien esta establecido que es una prueba con buena validez de constructo,
sensible a la presencia de conductas de tipo-depresivas, también existen otros posibles
ensayos conductuales para evaluarlas que podrian detectar alteraciones desde etapas mas
tempranas, como la prueba de preferencia de sacarosa (Hao et al., 2019).

Existe poco consenso acerca del curso natural de la depresion en la EA, lo cual se
explicaria debido a la fluctuacion de los sintomas depresivos y a la heterogeneidad en
metodologias de investigacion empleadas (Chi et al., 2014). Asimismo, se ha planteado
una relacion bidireccional entre la EA y la depresion, sugiriendo que los trastornos
depresivos también pueden surgir posteriormente, en respuesta al deterioro cognitivo
debido a la EA (Chen et al., 2024), siendo ésta otra de las posibilidades que surgiria de

nuestros resultados.
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Respecto a las diferencias entre sexos, existe evidencia creciente tanto en modelos
preclinicos como clinicos de que tanto la depresion como la EA presentan una mayor
prevalencia y severidad en mujeres y en ratas hembra (Chen et al., 2024).

En modelos animales de EA, particularmente en ratas hembra, se ha descrito una
mayor vulnerabilidad a manifestar conductas de tipo-depresivas, lo que podria estar
relacionado con diferencias hormonales, metabolicas y neuroinflamatorias asociadas al
sexo (Guillot-Sestier et al., 2021; Hodges et al., 2022; Chen et al., 2024). Este patron se
observa especialmente en etapas avanzadas de la vida, cuando la disminuciéon de
estrogenos podria incrementar el riesgo de desarrollar alteraciones afectivas (Baek et al.,
2024). En este sentido, la presencia de conductas depresivas en la etapa tardia observadas
en esta tesis, podria estar vinculada al envejecimiento y a un mayor riesgo de desarrollar
un perfil conductual de tipo depresivo.

En estudios clinicos, los hallazgos son consistentes con esta tendencia. El estudio
realizado por Crump et al. (2024) muestra que el riesgo de desarrollar depresion es mayor
en pacientes con EA, siendo atin mas elevado en mujeres que en hombres. (Crump et al.,
2024). Asimismo, evidencia que las tasas de depresion fueron mas altas durante el primer
afio luego del diagnédstico de EA, es decir, en etapas tempranas de la enfermedad, aunque
el riesgo de desarrollar depresion fue mas alto en pacientes de mayor edad (Crump et al.,
2024). Esto sugiere que la presencia de conductas de tipo-depresivas observadas en la
presente tesis en la etapa tardia, podrian también estar en relacién con ratas mas
envejecidas con mayor riesgo de desarrollar un perfil conductual de tipo-depresivo.

Por otra parte, un estudio realizado en pacientes hombres y mujeres con EA
evidencia una evolucion hacia el agravamiento de los sintomas neuropsiquiatricos, entre
ellos la depresion, a medida que la EA progresa (Steinberg et al., 2008), pudiendo ser esta
la causa de haber evidenciado la aparicion de conductas de tipo-depresivas en etapas mas
tardias. Sin embargo, en el estudio realizado por Steinberg et al. (2008), no se evalu6 de

forma separada la evolucion de los sintomas neuropsiquiatricos segun el sexo.

7.3. Niveles de citoquinas inflamatorias en plasma, hipocampo y LCR

La cuantificaciéon de mediadores inflamatorios puede realizarse por distintas
técnicas, siendo clave su comprension a la hora de interpretar los resultados. Las
variaciones metodologicas utilizadas para la deteccion de citoquinas, tales como el uso
de kits de ELISA, el uso de anticuerpos simples o en paneles multiplex, asi como la

utilizacion de distintos reactivos y métodos de deteccion, pueden terminar por reconocer
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distintos antigenos o isoformas proteicas arrojando distintos resultados segun la
metodologia empleada. Este conjunto de variables puede complejizar la interpretacion de
los resultados (Brosseron et al., 2014). En la EA también influyen otras variables como
el estadio de la enfermedad, contribuyendo a la gran heterogeneidad de resultados
observados (Brosseron et al., 2014).

El uso de paneles multiplex surge como una herramienta capaz de homogeneizar
la medicion de varias citoquinas en simultaneo, con el objetivo de permitir la
identificacion de biomarcadores relacionados con el riesgo de desarrollar ciertas
enfermedades tales como la EA (Brosseron et al., 2014).

En la presente tesis se midieron los niveles de citoquinas inflamatorias en
muestras sistémicas (plasma), asi como centrales (sobrenadante de hipocampo y LCR)
utilizando el kit comercial LEGENDPIlex™ Rat Th Cytokine Panel V02 para su posterior
medicion por citometria de flujo. Dicho kit ha sido validado para la medicion de trece
citoquinas en muestras de plasma y suero, no asi para la medicion en sobrenadante de
tejido y LCR (BioLegend, 2023), lo cual requiri6 de ensayos preliminares para evaluar la
confiabilidad del kit en la medicion de citoquinas en este tipo de muestras. Los resultados
muestran la obtencion de niveles detectables de citoquinas inflamatorias en las muestras
de sobrenadante de tejido y LCR, incluso alcanzando mejores niveles de deteccion que
en muestras de plasma. Se destaca el aporte de los resultados de la tesis en la utilizacion
de este tipo de kit para la mediciéon de citoquinas inflamatorias en muestras no validadas
distintas a suero y plasma.

Aunque el kit empleado para la medicion de citoquinas esta validado para su uso
en muestras de plasma, nuestros resultados muestran que los niveles detectables fueron
bajos para la mayoria de las citoquinas, con numerosos valores por debajo del limite de
deteccion del citometro de flujo utilizado, a excepcion de MCP-1, cuyos niveles fueron
relativamente mas elevados. Esta observacion podria explicarse por la baja concentracion
natural de citoquinas en plasma, un hallazgo consistente con lo reportado previamente en
la literatura (Morgan et al., 2019).

Los estudios realizados por Morgan et al., (2019) y Campanelli et al., (2025)
tuvieron como objetivo identificar biomarcadores plasmaticos en hombres y mujeres con
EA, deterioro cognitivo leve y controles sanos mediante ensayos multiples de ELISA. El
estudio de Morgan et al., (2019) evidenci6 que la eotaxina-1 y MCP-1 presentaban una
capacidad predictiva moderada en la progresion de deterioro cognitivo leve a EA,

mientras que el trabajo llevado a cabo por Campanelli et al. (2025) evidencio niveles
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plasmaticos elevados de IL-7, eotaxina, MCP-1 y MCP-4 como marcadores de deterioro
cognitivo temprano, y niveles plasmaticos elevados de IL-16 e IL-8 en pacientes con EA
en comparacion con aquellos con deterioro cognitivo leve. Esta evidencia sugiere que la
medicién de biomarcadores plasmaticos podria ser igualmente una herramienta para el
diagnostico preclinico y deteccion temprana de la progresion a EA, siendo menos invasiva
que la obtencion de LCR o muestras de tejido.

No se observaron diferencias significativas en los niveles de ninguna de las
citoquinas analizadas en una etapa temprana en las muestras de sobrenadantes del
hipocampo. Sin embargo, en la etapa tardia se evidencid una disminucion de IL-18 en los
animales tratados respecto a los controles.

Diversos estudios sostienen un rol pro-inflamatorio de IL-1f en la EA (Caldwell
et al.,, 2021; Abdelhamed et al., 2025). Una expresion elevada de IL-1f lleva a la
hiperfosforilacion de tau con la consiguiente pérdida neuronal y exacerba los efectos
deletéreos del péptido AP (Wang et al., 2015). En linea con esto, el trabajo realizado por
Lopez-Rodriguez et al. (2021) evidencié que, en un modelo de ratones transgénicos
APP/PS1 y tejido cerebral de pacientes con EA, la presencia de AP provocod la
sobreexpresion de IL-1B en hipocampo con efectos deletéreos en la progresion de la
enfermedad. Sin embargo, mas recientemente se ha propuesto un rol dual de IL-1f en la
EA, pudiendo desempefar un rol tanto pro como antiinflamatorio en diferentes
condiciones experimentales y modelos. En este sentido, diversos trabajos han
evidenciado, en distintos modelos, un rol antiinflamatorio de IL-1f en la EA (Shaftel et
al., 2007; Tachida et al., 2008). El estudio llevado a cabo por Shaftel et al. (2007) mostro,
en un modelo de EA en raton transgénico (APPswe/PS1dE9), que la sobreexpresion
sostenida de IL-1f en el hipocampo resulté en un estado de neuroinflamacién crénico con
reduccion significativa de las placas de AP (Shaftel et al., 2007). En el estudio llevado a
cabo por Tachida et al. (2008) evidenciaron en un modelo en cultivo celular de neuronas
corticales humanas, que IL-1f tiene un rol potenciando el procesamiento de A por la
enzima o-secretasa y disminuyendo su procesamiento por la -secretasa, resultando en un
efecto anti-amiloidogénico (Tachida et al., 2008).

En base a lo anteriormente mencionado, considerando que niveles elevados de IL-
1B pueden ser beneficiosos, podria plantearse que los niveles bajos de IL-1f observados
en hipocampo en la etapa tardia podrian tener un efecto deletéreo sobre los procesos

cognitivos y emocionales. Esta hipdtesis se apoya en el hecho de que en esta etapa tardia,
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ademas de los déficits cognitivos detectamos comportamientos tipo-depresivos en las

ratas tratadas con STZ.

Destacamos que en las muestras de LCR, se observo un aumento significativo de
TNF-a, IL1-B, IL-6, IL-18, IL-12p70, IL17-A, IL-1a e IL-10 en las hembras tratadas con
STZ al compararlas con sus controles, en la etapa tardia. En la etapa temprana no se
observaron diferencias en los niveles de dichas citoquinas entre ambos grupos. Estos
resultados sugieren la presencia de una alteracion en los procesos inflamatorios a nivel de
SNC en etapas tardias de la enfermedad, lo cual podria asociarse con los resultados
comportamentales obtenidos.

Debido a que algunas de las citoquinas mas estudiadas en relacion a la EA tanto
en humanos como en modelos experimentales son TNF-a, IL1-f, IL-6, IL-1a e IL-10,
destacamos la discusion de evidencias relacionadas a estas citoquinas. La evidencia actual
indica que la desregulacion en los niveles de citoquinas estaria implicada en la
patogénesis de la EA (Linnemann y Lang, 2020). Tradicionalmente, las citoquinas han
sido agrupadas como pro o antiinflamatorias, dentro de las citoquinas pro-inflamatorias
se encuentran TNF-a, IL1-f, IL-6, e IL-1a y dentro de las antiinflamatorias encontramos
a IL-10 (Wautier y Wautier, 2023). Sin embargo, se ha demostrado que esta divisiéon no
es absoluta y puede variar por muchos factores, entre ellos el tejido, la enfermedad en que
se estudie, o la metodologia utilizada para el estudio (Shachar y Karin, 2013).

La citoquina TNF-a es una de las citoquinas proinflamatorias que mas se ha
estudiado en relacion a la EA. La misma interviene en la progresion de la enfermedad por
multiples mecanismos, entre ellos: favorece el procesamiento de AP por la y-secretasa
aumentando el deposito de AP y potencia la respuesta inflamatoria cerebral estimulando
la produccion de otras citoquinas pro-inflamatorias tales como IL-1 o IL-6 (Plantone et
al., 2023). Un estudio realizado en pacientes con EA evidenci6 que niveles elevados de
TNF-a en suero que se asociaron con un peor rendimiento en tareas cognitivas (Holmes
et al., 2009).

Por otro lado, se ha evidenciado que IL-1f en niveles bajos es un mediador clave
en procesos de memoria y aprendizaje en el hipocampo, sin embargo, niveles elevados se
asocian a estados pro-inflamatorios provocando déficits cognitivos y contribuyendo al
dafo neuronal en un contexto de inflamacion sistémica o cerebral (Yirmiya y Goshen
2011). La inhibicion de TNF-a e IL-1B mediante la administracion de leflunomida en un

modelo preclinico de EA en ratas macho evidenci6 una mejora en las pruebas cognitivas,
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lo cual se correlacion6 con una disminuciéon en los niveles de TNF-o e IL-1B en
hipocampo, menor activacién microglial y reduccion de la acumulacion de AP (Nafea et
al., 2023). Estas evidencias en conjunto indican un rol pro-inflamatorio de TNF-a e IL-
1B a nivel sistémico y central, apoyando nuestro resultado que evidencia la presencia de
un déficit cognitivo en la etapa tardia asociado a la presencia de estos marcadores
inflamatorios en LCR. De hecho, algunos autores proponen la inhibicion de TNF-a como
una posible estrategia terapéutica para mejorar la funcion cognitiva (Plantone et al.,
2023).

IL-6 es otra de las citoquinas inflamatorias que aument6 significativamente en las
hembras tratadas con STZ en la etapa tardia del modelo, y ha sido ampliamente estudiada
en relacion con la EA. En condiciones fisioldgicas, se ha descrito que IL-6 se expresa en
el SNC y participa en funciones de memoria y aprendizaje, cumpliendo un rol
principalmente en la potenciacion a largo plazo (Balschun et al., 2004). Sin embargo, en
un estudio realizado en una mayoria de pacientes hombres con EA, se han reportado
niveles elevados de IL-6 en LCR (Blum-Degen et al., 1995). En modelos preclinicos de
EA en ratones, se observd que la deficiencia de IL-6 redujo el deposito de AP en el
hipocampo, lo cual se asocid con un mejor rendimiento cognitivo (Liu et al., 2024).
Resultados similares fueron observados en un estudio realizado en pacientes de ambos
sexos con EA donde se evidencio una asociacion entre los niveles de IL-6 en LCR,
marcadores de dafio neuronal y peor rendimiento en pruebas cognitivas (Plantone et al.,
2025). Por lo tanto, la elevacion de IL-6 observada en las muestras de LCR obtenidas de
hembras tratadas con STZ en la etapa tardia, podria estar implicada en el déficit cognitivo
y emocional observados en dicha etapa del modelo.

Con respecto a IL-1a, es una citoquina con un rol pro-inflamatorio que contribuye
a la hiperfosforilacion de tau favoreciendo la formacion de los ovillos neurofibrilares
(Shaftel et al., 2007). Se ha propuesto que podria ser potenciadora de una
retroalimentacion positiva entre procesos neuroinflamatorios y la acumulacion de AP
(Heneka et al., 2015). Se ha observado su aumento en el LCR de pacientes hombres con
deterioro cognitivo leve, postuldndose como un evento que ocurre de forma temprana en
la patogénesis de la EA y que podria utilizarse como un biomarcador para su deteccion
temprana (Hu et al., 2010). En contraposicion a estas evidencias en humanos, nuestros
resultados solamente evidencian su aumento de IL-1a en etapas tardias en las muestras
de LCR. Sin embargo, esto resulta de la comparacion de resultados entre muestras de

LCR de pacientes humanos con nuestro modelo realizado en ratas, no pudiendo ser
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completamente extrapolable la evolucion de la enfermedad en un modelo animal a
humanos.

De forma interesante, esta citoquina fue la {inica que presentd una variacion
significativa de sus niveles en plasma, mostrando una disminucion en hembras tratadas
con STZ comparadas a las controles, en la etapa tardia del modelo. La mayoria de los
trabajos que estudiaron la asociacion de IL-1a con la EA han encontrado niveles elevados
de la misma en plasma, asociado a un peor rendimiento cognitivo (Mahdavi et al., 2021).
Nuestros resultados evidencian por el contrario una disminucion en los niveles de IL-1a
en la etapa tardia del modelo. Este hecho podria estar relacionado con la existencia de
una disminucion de la respuesta inmune periférica, directamente relacionada con el curso
progresivo de la enfermedad, aunque este fendmeno no ha sido previamente reportado
para IL-1a.

Los resultados evidenciaron también un aumento de IL-10 en LCR de hembras en
la etapa tardia. Dado que IL-10 se encuentra presente en condiciones fisiologicas en el
tejido cerebral con un rol tradicionalmente antiinflamatorio, en la EA se ha descrito un
rol dual (Kinney et al., 2018). Por un lado, IL-10 puede elevarse de forma compensatoria
en respuesta al aumento de citoquinas proinflamatorias tales como IL 1o, IL-18, TNF-a
e IL-6 (citoquinas que evidenciamos también elevadas en LCR en nuestro trabajo), siendo
capaz de inhibir la funcion de éstas contrarrestando el estado pro-inflamatorio presente
en la EA (Kinney et al., 2018). Por otra parte, niveles elevados de IL-10 podrian exacerbar
la funcién de la microglia, produciendo un efecto pro-inflamatorio. En este sentido, el
estudio realizado por Guillot-Sestier et al. (2015) evidenci6 que en ratones APP/PS1
knockout para IL-10 los depositos de AP se redujeron y mejord el rendimiento cognitivo
(Guillot-Sestier et al., 2015). Por lo tanto, en etapas tardias, los niveles elevados de IL-10
podrian contribuir a la progresion de la EA al producir una respuesta inmune

desadaptativa (Guillot-Sestier et al., 2015; Kinney et al., 2018).

Por otra parte, se observo en las muestras de hipocampo y LCR, un aumento
estadisticamente significativo en los niveles de las citoquinas inflamatorias entre animales
controles de la etapa tardia respecto a la etapa temprana, sugiriendo que algunas
citoquinas podrian elevarse con el envejecimiento en hembras. Las citoquinas que
aumentaron tanto en hipocampo como LCR fueron IL-12p70, IL-1B e IL-1a, mientras

que en LCR también aumentaron los niveles de IL-6.
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Un estudio realizado en un modelo animal murino, mostré6 un incremento de
citoquinas inflamatorias en hipocampo relacionado con la edad, entre ellas IL-1p e IL-1a
e IL-12p70. Este aumento fue mas pronunciado en hembras, remarcando la existencia de
una relacion entre procesos inflamatorios y el sexo en condiciones fisioldgicas, con una
mayor susceptibilidad de las hembras a presentar marcadores inflamatorios mas elevados
(Porcher et al., 2021). Ademas, esto no se observo en otras regiones cerebrales estudiadas
tales como corteza prefrontal, sugiriendo la estrecha relacién entre los procesos
neuroinflamatorios y algunas funciones cognitivas como el aprendizaje y la memoria
(Porcher et al., 2021).

No se evidenciaron cambios en los niveles de citoquinas plasmaticas en los grupos
control en ambas etapas, sugiriendo que los cambios en los niveles de citoquinas
inflamatorias asociados a la edad podrian ser un fenémeno observado principalmente a

nivel del SNC.

Los resultados en conjunto muestran que la presencia simultinea de déficit
cognitivo con un perfil conductual de tipo-depresivo se asocia a la elevacion de citoquinas
inflamatorias a nivel del SNC, especificamente en las muestras obtenidas de LCR, lo cual
revela la importancia de este tipo de muestras, tanto en animales como en humanos y la
posibilidad de cuantificar citoquinas como forma de poner en evidencia otras alteraciones
relacionadas tanto a la EA como a los estados depresivos.

A diferencia de lo observado en la etapa tardia, el déficit cognitivo observado en
la etapa temprana no se acompafid6 de conductas de tipo-depresivas ni de variaciones
significativas en citoquinas inflamatorias. Estas evidencias apoyan el hecho de que los
mecanismos neuroinflamatorios estdn vinculados a la comorbilidad entre ambas
patologias y no solamente a la presencia de déficit cognitivo. Un estudio realizado en
pacientes con EA que analiz6 la presencia de depresion asociada a niveles de citoquinas
proinflamatorias medidas en suero, evidencidé que los niveles séricos de IL-6 y TNF-a
estan elevados en pacientes hombres y mujeres con EA y depresion en comparacion con
pacientes hombres y mujeres que solo presentaban EA (Khemka et al., 2014). Sin
embargo, nuestro estudio no evidenci6 variaciones a nivel periférico, lo cual, como se
expuso anteriormente, podria deberse a la baja concentraciéon de citoquinas a nivel
periférico, por fuera de la capacidad de deteccion del citometro de flujo y kit utilizado.
Las muestras de LCR demostraron ser las muestras que mejor pusieron en evidencia

modificaciones en los niveles de varias de las citoquinas cuantificadas.
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Los resultados de la presente tesis ponen de manifiesto que la neuroinflamacion
podria ser uno de los mecanismos patogénicos que subyacen a la comorbilidad entre la

EA y la depresion en hembras en etapas tardias de la enfermedad.

El andlisis de los resultados sugiere que no existe una relacion entre el desempefio
comportamental en el NOR, o en el TNF, y la fase del ciclo estral en que se encontraban
las hembras al momento de los ensayos, en ninguna de las etapas del modelo. Estos
resultados concuerdan con lo observado en otros estudios, en los que no se evidencié una
influencia de la fase del ciclo estral en tareas de memoria en ratas hembra (Sutcliffe et al.,
2007; Chari et al., 2020; Jayachandran et al., 2022). Sin embargo, el estudio llevado a
cabo por Kokras et al. (2015), que estudi6 el comportamiento de ratas hembra en el TNF
alo largo de las fases del ciclo estral, mostr6 que la respuesta al tratamiento anti-depresivo
con ISRS fue diferente seglin la fase del ciclo, mostrando la importancia de incluir esta
medicion en los estudios con ratas hembras cuando se incluye la medicién de conductas

pro- o anti-depresivas (Kokras et al., 2015).

8. CONCLUSIONES GENERALES

Los resultados obtenidos en el desarrollo de esta tesis muestran que las
alteraciones cognitivas en hembras se manifiestan desde una etapa temprana en este
modelo de EA esporadico.

El déficit cognitivo se acompafia de un perfil de tipo-depresivo en la etapa tardia
del modelo. La aparicion conjunta de alteraciones cognitivas y comportamientos de tipo-
depresivo se asocid con un aumento de citoquinas inflamatorias en LCR, sugiriendo que
la alta comorbilidad entre la EA y la depresion en hembras podria estar asociada al
aumento en los niveles de citoquinas inflamatorias en el SNC.

Ninguno de los cambios observados se asocio con la fase del ciclo estral de las
hembras en ninguna de las etapas del modelo, por lo que las alteraciones cognitivas
observadas en la EA, asi como su comorbilidad con la depresion y la elevacion de
marcadores inflamatorios a nivel central, no estarian bajo la influencia de factores

hormonales relacionados a la etapa del ciclo estral.
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9. PERSPECTIVAS

Avanzar en la caracterizacion del curso temporal del modelo de EA esporadico
inducido por STZ en hembras: incorporar una etapa intermedia (T60). Estudiar en
qué momento comienzan a aparecer las conductas tipo-depresivas.

Evaluar los niveles de citoquinas inflamatorias a un estadio intermedio (T60) y su
relacion con la evolucidon temporal del déficit cognitivo y las conductas de tipo-
depresivas.

Analizar la presencia de marcadores inflamatorios en otras regiones vinculadas a
procesos cognitivos y de memoria tales como corteza prefrontal e hipotalamo.
Analizar la presencia de cambios inflamatorios a nivel histologico en muestras de
tejido cerebral.

Analizar las modificaciones en los niveles de BDNF en muestras de LCR,
hipocampo y plasma obtenidas en las tres etapas (T30, T60 y T120), con el
objetivo de poner en evidencia la presencia de alteraciones en procesos de

plasticidad relacionada a los resultados obtenidos en la presente tesis.
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Figura 1. Tiempo total de exploracion del objetos familiar (F) y novedoso (N) e indice de
discriminacion d2 durante el ensayo de retencion del NOR en machos evaluados 15 (A, B), 30
(C, D), 60 (E, F), 90 (G, H) o 120 dias (I, J) luego de la administracion i.c.v de LCRa (aCSF) o
STZ. Media + EEM. Test de t-student. *P < 0.05; **P< 0.01***; p < 0.001. Extraida de Nifio-
Rivero et al., 2025.
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