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Potencial rol protector de metformina sobre la disfuncién microglial en

modelos experimentales de la enfermedad de Alzheimer.

Resumen

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la principal causa de demencia, con gran
impacto en individuos, sociedades y sistemas de salud. Esta enfermedad, producida en la
mayoria de los casos de manera esporadica y sin causa conocida, impacta en el cerebro
generando acumulaciéon de placas seniles formadas por péptidos [(-amiloide (APR),
alteraciones en el metabolismo celular, y neuroinflamacién crénica. Debido a la falta de
un tratamiento eficaz contra la EA, y en el marco de la estrategia de reposicionamiento de
drogas, en esta Tesis de Licenciatura se propone evaluar el potencial rol protector de
metformina (MET) sobre la patologia y la disfunciéon microglial, tanto en modelos in vivo
como in vitro de la enfermedad. Para ello, se utilizaron ratones PDAPP-J20 de 9 meses
de edad, un modelo validado de la enfermedad en etapa sintomatica, los cuales
recibieron tres inyecciones intraperitoneales de MET durante tres semanas, a una dosis
de 240 mg/kg por inyeccion. El tratamiento produjo una mejora significativa en el
desempefo cognitivo de los ratones, evaluado por el test de reconocimiento de la
localizacién novedosa de un objeto, y una tendencia hacia una disminucién de las placas
amiloides evaluados mediante tincion con rojo Congo. A nivel histolégico, MET indujo la
recuperacion del marcador de microglia homeostatica Tmem19 en ratones transgénicos,
y una normalizacién del flujo autofagico microglial.

Como modelo in vitro hemos empleado microglia murina BV2, con la cual se
realizé una puesta a punto de las condiciones de exposicion a AB, para modelizar la
patologia amiloide, y de metformina, para evaluar su posible efecto protector. Se
realizaron ensayos de viabilidad por MTT y marcaciéon con ioduro de propidio para
establecer las condiciones de exposicion que no generen muerte celular. Evaluamos
ademas que esta condicion de exposicion a AR aumenta la produccion de ROS
mitocondriales y causa un bloqueo del flujo autofagico, lo cual se revierte por el
tratamiento con MET.

En su conjunto, estos resultados sugieren que el tratamiento con MET se
encuentra asociado a un efecto protector en ratones de la cepa PDAPP-J20, impactando
sobre células microgliales, lo cual tiene ademas, su correlato en un modelo in vitro de
microglia expuesta a la patologia amiloide. Estos resultados sientan la base por
desarrollar una linea de investigacién que profundice los mecanismos afectados en la
microglia en esta enfermedad y el potencial terapéutico de este farmaco

normoglucemiante.



Potential protective role of metformin on microglial dysfunction in
experimental models of Alzheimer's disease.

Abstract

Alzheimer's disease (AD) is the leading cause of dementia, significantly affecting
individuals, societies, and healthcare systems. The cause of the sporadic form of this
disease is unknown, however it affects the brain by generating the accumulation of
amyloid plaques formed by amyloid-AB peptides (AB), alterations in cellular metabolism,
and activation of microglial cells, leading to chronic inflammatory responses. Due to the
lack of an effective treatment for AD, and within the framework of drug repositioning
strategy, the aim of this Thesis was to evaluate the potential protective role of metformin
(MET) on the pathology and microglial dysfunction, employing both in vivo and in vitro
models of AD. We employed 9-month-old PDAPP-J20 mice, a validated model of the
disease in symptomatic stage. These mice received three intraperitoneal injections of 220
uL of 4% metformin over three weeks, equivalent to a dose of 240 mg/kg per injection. We
found that MET significantly improves the cognitive performance of AD mice, as assessed
by the novel object recognition test. Histochemistry analysis revealed that animals treated
with MET show a tendency towards reducing the presence of amyloid plaques in the
hippocampus. Additionally, it was observed that MET leads to a recovery of the
homeostatic microglial marker Tmem19, and a normalization of microglial autophagic flux,

evaluated by double immunofluorescence with the autophagosome marker p62.

Murine microglial cell line BV2 was employed as an in vitro model. Conditions for
exposure to AB were established to model amyloid pathology, and for MET to evaluate its
protective effect. Viability assays by MTT and propidium iodide staining were used to
establish exposure conditions that do not induce cell death. Furthermore, it was found that
this condition of AB exposure increases mitochondrial ROS production, as evidenced by

Mitosox staining, which is reversed by treatment with MET.

Taken together, these results suggest that metformin treatment is associated with
a protective effect in PDAPP-J20 mice, positively impacting on microglial cells. This
finding is supported by an in vitro model of microglia exposed to amyloid pathology. These
results lay the foundation for further research into the mechanisms affected in microglia in

this disease and the therapeutic potential of metformin.



Abreviaturas

AB: Péptidos p-amiloide

AMPK: Kinasa dependiente de AMP
ApoE: Apolipoproteina E

APP: Proteina precursora amiloide
Baf-A1: Bafilomicina A1

BHE: Barrera hematoencefalica
DCL.: Deterioro cognitivo leve

DM2: Diabetes mellitus tipo 2

EA: Enfermedad de Alzheimer

NOL: Novel Object Recognition
MET: Metformina

mTOR: Mammalian Target of Rapamycin

SNC: Sistema nervioso central
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Introduccion
Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un desorden neurodegenerativo
caracterizado por un progresivo deterioro cognitivo, y es la principal causa de
demencia en todo el mundo. La demencia es un término general utilizado para un
grupo de sintomas caracterizados por dificultades en la memoria, el lenguaje, la
resolucion de problemas y otras habilidades mentales, en una magnitud tal que

afectan la vida diaria del paciente (Alzheimer's 2023).

El principal factor de riesgo para la EA es la edad, ya que la prevalencia
del deterioro cognitivo aumenta significativamente con la misma y la incidencia de
la demencia aumenta marcadamente después de los 65 afios (Wu, Beiser et al.
2017). Como la esperanza de vida global se encuentra en aumento, se estima
que en 2050 la EA afectara aproximadamente a mas de 100 millones de personas
en todo el mundo (Figura 1), teniendo un impacto mayor en paises con ingresos

bajos y medios, como el nuestro (Haines 2018, Alzheimer's 2020).

Ndmero de personas con demencia en paises de bajos y medianos ingresos
comparados con paises de grandes ingresos
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Figura 1. Numero de personas con demencia en paises de ingresos bajos y medios
en comparacion con los paises de ingresos altos. Proyeccion mundial del numero de
personas con demencia hacia el afio 2050. Adaptado de World Alzheimer Report (2015).



Existen dos formas de la EA. La forma familiar se desarrolla debido a
mutaciones del gen que codifica para la proteina precursora del amiloide (APP), o
para las proteinas presenilina 1 y 2, siendo todas ellas de caracter autosémico
dominante (Bekris, Yu et al. 2010). Los sintomas de la EA familiar tienden a
desarrollarse a edades mas tempranas. Esta forma representa entre el 1y el 5%
de los casos de EA, mientras que el resto de los pacientes presentan la forma
esporadica de la enfermedad, la cual se desarrolla de manera tardia, después de

los 65 afos, y su causa es multifactorial.

Entre los factores que aumentan el riesgo de padecer EA esporadica, se
encuentran los modificables y los no modificables. Entre los no modificables, el
principal es la edad. Ademas, se encuentran algunos polimorfismos como la
presencia del alelo €4 de la apolipoproteina E (ApoE) (Saunders, Strittmatter et al.
1993). Por otro lado, existen factores de riesgo que si son modificables, como la
salud cardiovascular, el tabaquismo, la dieta, la educacion, la actividad fisica, la
actividad social y mental, y la calidad de suefio, entre otros (A Armstrong R.
2019).

La progresion de la EA puede caracterizarse dentro de tres fases,
comenzando en un estadio preclinico que no evidencia sintomas cognitivos pero
que acarrea cambios cerebrales que podrian ser detectables, continuando con
una etapa de deterioro cognitivo leve (DCL) que no afecta la vida diaria, y

avanzando hasta la demencia, la cual se agrava con el tiempo (Figura 2)

(Sperling, Aisen et al. 2011).
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Figura 2. Etapas de la enfermedad de Alzheimer. Si bien las flechas mantienen
tamarios iguales, los componentes de la progresividad de la enfermedad no son iguales
en duracién. Adaptado de AD Facts and figures 2023 (Alzheimer's Association 2023).



La histopatologia de la EA puede observarse de manera manifiesta
mediante microscopia de cortes de cerebro en pacientes post mortem,
evidenciandose ovillos neurofibrilares intraneuronales formados por agregados de
proteina tau hiperfosforilada, placas seniles extracelulares que contienen
agregados de la proteina B-Amiloide (AB), y glia activada, ademas de producirse
atrofia debido a la neurodegeneracion (Knopman, Amieva et al. 2021). La
deteccién en el cerebro de placas amiloides y ovillos neurofibrilares mediante
neuroimagenes o biomarcadores en liquido cefalorraquideo es el principal

diagndstico que define a la EA y la diferencia de otras formas de demencia.

Los péptidos AR derivan del procesamiento de APP, una proteina
transmembrana presente en las sinapsis neuronales. Durante su procesamiento,
APP puede seguir dos vias que se diferencian por la enzima que la utiliza como
sustrato y por los productos resultantes de las mismas (Figura 3). En la via no
amiloidogénica, APP es clivada por la enzima a-secretasa, generando APPsa y
aCTF, este ultimo es luego clivado por la y-secretasa para dar p3 y AICD. La via
amiloidogénica ocurre cuando APP es escindida inicialmente por la enzima
B-secretasa, dando como producto BCTF, el cual es luego sustrato de la
y-secretasa para dar como producto péptidos AB (Thinakaran & Koo 2008;
Knopman, Amieva et al. 2021). Tras su produccion, AB se secreta en el espacio
extracelular como mondmeros, los cuales tienen entre 27 y 43 aminoacidos de
longitud. Debido a su estructura secundaria abundante en hojas plegadas j3, las
formas de 40 o 42 aminoacidos de longitud (AB., Y AB42) tienen una alta tendencia
a agregarse, llegando a formar placas de fibrillas insolubles, las cuales consisten
en agregados extracelulares neurotdxicos que alteran la homeostasis de células
gliales y neuronas, facilitando la neurodegeneracion (Ueda, Fukui et al. 1994;
Silvers, Colvin et al. 2017).



Via no amiloidogénica Via amiloidogénica

a-secretasa y-secretasa B-secretasa y-secretasa :: fofefe
APPsa
03 APPsp AB /' —A —A
Py . / B B / Oligémeros Protofibrilla Fibrilla
APP aCTF APP  BCTF
AICD AICD

Figura 3. Vias de procesamiento de APP. (A) En la via no amiloidogénica, la escisién
sucesiva por las enzimas a-secretasa y y-secretasa resulta en la produccion de los
péptidos p3 y AICD. El clivado de APP por las enzimas [3-secretasa y y-secretasa resulta
en la formacion de AICD y AB. Adaptado Knopman, Amieva et al. 2021.

Por otro lado, tau es una proteina asociada al citoesqueleto, presente en
el soma celular, el citoplasma de los axones y en los compartimentos sinapticos.
Su funcioén principal es la estabilizacidon de los microtubulos. Esta proteina puede
volverse propensa a modificaciones postraduccionales y a agregarse,
acumulandose de forma hiperfosforilada en cuerpos celulares y dendritas,
formando los ovillos neurofibrilares. Estos ultimos consisten en agregados toxicos
que afectan el transporte axonal (Lacovich, Espindola et al. 2017; Gallardo &
Holtzman 2019).

Una de las principales hipotesis que describe el desarrollo de la EA es la
hipotesis de la cascada amiloide, la cual sostiene que la acumulacién patoldgica
de AP es el primer evento que desencadena, posteriormente, la formacion de los
ovillos neurofibrilares, causando finalmente la muerte neuronal (Hardy & Higgins
1992). Si bien durante las ultimas décadas el foco principal para comprender y
tratar la EA fue la patologia amiloide, al dia de hoy hay evidencias suficientes que

sugieren cierta inconsistencia de esta hipdtesis (Herrup 2015), por lo que
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investigar otros factores que subyacen a la EA es fundamental para terminar de

comprenderla.

La acumulacién de proteinas danadas y de agregados citotoxicos
favorecen la formacion de focos de estrés, por ende, es fundamental mantener la
proteostasis para que AP y tau, entre otras proteinas, sean degradadas
eficazmente. La produccion de AB a través de la via amiloidogénica se compensa
con su posterior clearance o depurado, el cual puede ocurrir por diferentes
procesos celulares, tales como la liberacion de enzimas proteoliticas al medio
extracelular, la internalizacion y degradacién por parte de células gliales a través
del sistema lisosomal, y la salida del tejido nervioso a través de la barrera
hematoencefalica (BHE) (Eckman & Eckman 2005; Zhao, Sagare et al. 2015; Cai,
Wu et al. 2023).

Durante el desarrollo de la EA, una de las regiones del cerebro que mas
tempranamente se ve afectada es el hipocampo, observandose en él los primeros
signos de acumulacion depdsitos amiloides, ovillos neurofibrilares y
neurodegeneracion, tanto en humanos como en modelos animales (Mufson,
Mahady et al. 2015). El hipocampo forma parte del sistema limbico de los
mamiferos, ubicandose en la parte medial del l6bulo temporal, y juega un rol
importante en la memoria, la navegacion y la cognicién (Lisman, Buzsaki et al.
2017). Esta estructura se encuentra subdividida en el giro dentado, compuesto
por neuronas granulares formando una doble hoja; y el Asta de Amdn, compuesto
por una capa compacta de neuronas piramidales que se subdividen
funcionalmente en las regiones CA1, CA2, CA3 Y CA4 (Chauhan, Jethwa et al.
2021). En el giro dentado existe una region llamada hilio, la cual se encuentra
entre las capas de células granulares y se caracteriza por ser particularmente
sensible a los eventos patoldgicos que se producen en la EA (West 1993; Pomilio,
Pavia et al. 2016). En el limite entre las neuronas granulares y el hilio se
encuentra la zona subgranular, la cual es el lugar de residencia de las células
progenitoras responsables del proceso de neurogénesis adulta, que desempefa
un papel fundamental en el aprendizaje espacial, la formacion de la memoria y la
regulacion del estado de animo (Zhao, Deng et al. 2008; Deng, Aimone et al.
2010) (Figura 4).
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Figura 4. Estructura y organizacion del hipocampo de ratén. Se muestra a la
izquierda un corte coronal de un cerebro de ratén, en el que se identifican las principales
estructuras cerebrales. A la derecha, se observa la estructura general del hipocampo, en
la cual se indican las regiones CA1, CA2 y CA3 del Asta de Amodn y el giro dentado (DG).
Adaptado de Skryabin BV, Sukonina V, Jordan U, et al. Mol Cell Biol.
2003;23(18):6435-6441.

La EA es un problema de salud que implica costos sanitarios, sociales y
econdmicos afectando tanto al paciente como a su entorno inmediato y al sistema
de salud en cuestién. Por lo tanto, representa un enorme desafio para los
sistemas de atencion médica y genera un gran impacto econémico en la sociedad
(Alzheimer's Association 2021). Debido a esto, la comunidad cientifica ha
focalizado los esfuerzos en intentar comprender los eventos biolégicos que la

subyacen, para poder desarrollar tratamientos eficaces.

Al dia de hoy, se encuentran aprobados distintos medicamentos para el
tratamiento de la EA, entre los que se encuentran donepezilo, rivastigmina y
galantamina, inhibidores de la acetilcolinesterasa, que potencian la
neurotransmisién colinérgica deteriorada debido a la neurodegeneracién. Por otro
lado, el antagonista del receptor de NMDA, memantina, es otro medicamento que
se prescribe en la actualidad y actua protegiendo las neuronas del dafo
producido por excitotoxicidad (Savelieff, Nam et al. 2019). Todos los
medicamentos mencionados hasta este punto se basan en tratamientos
sintomaticos que no detienen la neurodegeneracion, por lo que su efectividad en

el retraso de los sintomas se encuentra limitada (Fink, Jutkowitz et al. 2018).
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Ademas, ensayos clinicos demostraron que la eficacia de estos tratamientos es
mayor en personas que viven con Alzheimer temprano, que presenten tan solo
DCL o demencia leve (Pathak & Kabra 2024).

Recientemente la FDA ha aprobado el uso de los medicamentos
aducanumab y lecanemab, los cuales tienen como objetivo cambiar la biologia
subyacente de la enfermedad. Se trata de dos anticuerpos monoclonales que
estimulan la eliminacion del AB del cerebro y retardan la progresion de la
enfermedad (Vaillancourt 2016; van Dyck, Swanson et al. 2023). Sin embargo,
estos medicamentos produjeron una disminucion de placas solamente en
pacientes en etapas tempranas de la enfermedad, produciendo ademas, un efecto
minimo a nivel cognitivo (Tampi, Forester et al. 2021). La rapida aprobacion de
estos medicamentos ha generado controversia ya que no existe una correlacion
entre la reduccion de los depédsitos amiloides y la mejora de los aspectos
cognitivos de los pacientes, lo cual ha llevado a que las placas amiloides sean
cuestionadas como un blanco terapéutico efectivo para contrarrestar la EA
(Heidebrink & Paulson 2024).

Es por los mencionados motivos que se torna imperativa la busqueda de
un tratamiento que logre revertir tanto los sintomas cognitivos como la biologia
subyacente de la EA, para lo cual es fundamental la disponibilidad de modelos

experimentales que reproduzcan fielmente la patologia.

Modelos animales

Con el objetivo de comprender de una manera profunda los distintos
aspectos que involucran diferentes enfermedades, se desarrollan modelos
animales que logren imitar los principales signos de las mismas. En el caso de la
EA, un modelo valido debe poder imitar no solo la histopatologia, sino también el

deterioro cognitivo y la pérdida neuronal, siendo ademas progresivos con la edad.

Un problema a la hora de estudiar la enfermedad en ratones es el hecho
de que las cepas wild type no desarrollan placas seniles de AB ni forman

agregados de tau, incluso en edades avanzadas. Sin embargo, con el avance de
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la ingenieria genética se lograron desarrollar modelos murinos de la EA mediante
la introduccién de los genes humanos APP o PSEN1 con las variantes

correspondientes a la EA familiar (Yokoyama, Kobayashi et al. 2022).

El primer modelo murino en el que se logré desarrollar la patologia
amiloide fue el PDAPP, el cual expresa el gen humano APP con la mutacién
Indiana (V717F) caracteristica de la EA familiar, logrando de esta manera modelar
el deterioro cognitivo (Games, Adams et al. 1995; Chen, Chen et al. 2000). Con el
tiempo, los ratones PDAPP fueron modificados para combinar mas de una
mutacion. EI modelo PDAPP-J20 sobreexpresa el gen humano APP con la
mutacion Indiana y la doble mutacién Swedish (KM670/671NL). Estos ratones
presentan déficit cognitivo y formacion de placas amiloides a partir de los 6 meses
de edad, junto con signos claros de reactividad glial. Por otro lado, se ha
observado que este modelo presenta hiperfosforilacion de tau (Mucke, Masliah et
al. 2000; Simon, Schiapparelli et al. 2009). Estudios realizados por nuestro grupo
reportaron ademas, alteraciones tempranas en la memoria espacial, en la
neurogénesis y signos de neurodegeneracion en este modelo (Beauquis, Pavia et
al. 2013; Beauquis, Vinuesa et al. 2014).

Existen otros modelos que involucran a alteraciones en el procesamiento
de APP, como los ratones APP/PS1 o el .quintuple transgénico (5xFAD) que
coexpresan mutaciones en APP y mutaciones en el gen PSEN1, que codifica para
uno de los componentes del complejo y-secretasa. (Kamphuis, Mamber et al.
2012; Oakley, Cole et al. 2006). Si bien ambos modelos logran desarrollar una
patologia amiloide conjunta con una alteracion de la memoria, es importante tener
en cuenta que raramente se encuentra en un paciente una acumulacién de
mutaciones simultaneas en mas de uno de estos genes. Ademas, estos modelos
se caracterizan por presentar sintomas a edades muy tempranas o muy
avanzadas de la enfermedad, sin lograr representar la progresividad caracteristica
de la EA.

Por otro lado, el modelo triple transgénico (3xTg-AD) combina las
mutaciones humanas APP Swedish, una forma mutante de PSEN1 y la proteina

tau con una mutacion que promueve el agregado de su forma hiperfosforilada
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(Oddo, Caccamo et al. 2003). Si bien este modelo es uno de los mas utilizados
para estudiar el desarrollo de la tauopatia y su relacién con la patologia amiloide,
presenta una lenta cinética de aparicion de depdsitos amiloides y un fenotipo
conductual controvertido, que incluye miedo y ansiedad exacerbados, y déficit
motores, sensoriales y de atencion (Sterniczuk, Antle et al. 2010; Simanaviciute,
Brown et al. 2022).

Si bien los modelos de roedores transgénicos son los mas utilizados a la
hora de estudiar la enfermedad, debe tenerse en cuenta algunos aspectos. Por un
lado, se sostiene que al no desarrollar la patologia a partir de sus genes
endoégenos (sino que requieren inserciones de genes humanos) se pierde
informacion sobre la fisiologia del desarrollo de la enfermedad. Por otro lado, al
tratarse de modelos basados en la expresion de las variantes familiares de la EA,
y por lo tanto directamente vinculados a la hipotesis de la cascada amiloide, no
puede garantizarse que los mecanismos encargados de desarrollar la patologia
se correspondan con los desencadenados en la forma esporadica de la

enfermedad (Drummond & Wisniewski 2017).

Actualmente, no existen modelos animales que reproduzcan fielmente la
EA esporadica de aparicién tardia. Esto se debe a que la enfermedad no esta
causada unicamente por variantes genéticas, sino por una combinacion de
factores genéticos y ambientales, cuya interaccion aun no ha sido completamente
dilucidada. Sin embargo, teniendo en cuenta la complejidad de la patogénesis que
implica esta enfermedad, los modelos de roedores han sido relevantes para
obtener informacion crucial sobre sus fundamentos neurobiolégicos, y sobre todo
para evaluar la propuesta de diferentes tratamientos farmacolégicos que permitan

resolver la necesidad de un tratamiento eficaz a futuro (Chen & Zhang 2022).

Metformina

En la busqueda de medicamentos que sirvan como tratamiento para
enfermedades complejas, se desarrolld la estrategia de reposicionamiento de
drogas, la cual tiene como objetivo identificar efectos farmacolégicos novedosos

en medicamentos convencionales, los cuales presentan una seguridad y
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efectividad ya verificada en humanos, para ser empleados como tratamiento en
enfermedades diferentes a aquellas para las cuales tienen aprobado su uso
original (Ashburn & Thor 2004).

La metformina (MET) es una biguanida oral derivada de la planta
medicinal Galega officinalis, que se utilizaba para tratar los sintomas de la
diabetes en Europa en el siglo XVIII. En 1994, fue autorizada por la FDA de los
Estados Unidos para su uso como tratamiento para la diabetes. Posteriormente,
en 2011, fue incluida en la lista de medicamentos esenciales de la OMS (Bailey
2017). Actualmente, la MET es el farmaco antidiabético de primera linea para el
tratamiento de la diabetes mellitus de tipo 2 (Engler, Leo et al. 2020). Se trata de
un agente normoglucemiante para pacientes con hiperglucemia, aumentando la
sensibilidad a la insulina y reduciendo la sintesis de glucosa hepatica y su
absorcion intestinal. Se destaca entre otras drogas antidiabéticas debido a que no
produce hipoglucemia, lo cual le otorga potencialidad para su uso en pacientes no
diabéticos cuya glucemia se encuentra en niveles normales (Frayn, Adnitt et al.
1971).

En el marco de la estrategia de reposicionamiento de drogas, debido a
sus mecanismos de accién pleiotropicos, se ha propuesto estudiar el potencial
terapéutico de MET para tratar enfermedades diferentes a la diabetes tipo 2
(DM2), como el cancer y distintos tipos de demencia (Chow, Yang et al. 2022;
Foretz, Guigas et al. 2023). Se ha observado que el uso de MET se asocia a una
ralentizacion del deterioro cognitivo y una reduccion de la demencia en adultos
mayores, sin embargo, estos estudios observacionales se limitan a pacientes que
utilizan MET por padecer DM2 (Samaras, Makkar et al. 2020). Por otro lado, un
estudio observacional llevado a cabo por nuestro grupo encontré efectos
beneficiosos en pacientes de DM2 que utilizaron MET durante las primeras etapas
de la EA (Pomilio, Perez et al. 2022).

Si bien al dia de hoy se desconocen los mecanismos moleculares exactos
por los que ejerce sus efectos antidiabéticos y su potencial terapéutico en el
cerebro, se sabe que MET inhibe de manera especifica, leve y reversible al

complejo | de la cadena de transporte de electrones mitocondrial, lo que resulta
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en una caida moderada en el nivel energético de la célula (Detaille, Guigas et al.
2002, Stephenne, Foretz et al. 2011). Esta disminucion en el nivel de energia se
correlaciona directamente con una sintesis disminuida de ATP, y un aumento de
los niveles de AMP, los cuales son detectados por la proteina quinasa activada
por AMP (AMPK), activandola (Carling 2017). AMPK es un sensor del estado
energético celular, que en este caso se activa al menos indirectamente por
metformina, aunque algunos autores sugieren que también podria actuar
directamente sobre esta enzima (Zhou, Myers et al. 2001; Wang, An et al. 2019).
La AMPK esta involucrada en la regulacion del metabolismo energético
favoreciendo las vias catabodlicas, aumentando Ila sintesis mitocondrial,
disminuyendo el estrés oxidativo, facilitando el reciclado de estructuras celulares
por autofagia y modulando negativamente la inflamacion (figura 5) (Rotermund,
Machetanz et al. 2018).

Metformina

Deteccion de
l nutrientes
Complejo | (P)
o > AMPK | mTOR
1 |
NAD{P)Q\' Regulacién. ,
q_xidas_g/ de la traduccion

| [ J " "- - ﬂ:} I: :’_ﬂ:_;_ﬁ‘ .

[ Inflamacion ]

Figura 5. Mecanismo de acciéon general de metformina y procesos celulares
regulados por esta. Adaptado de Rotermund, Machetanz et al. 2018 (Rotermund,
Machetanz et al. 2018).

17



Diversos estudios mostraron los beneficios de la activacion de AMPK
inducida por MET en modelos experimentales de enfermedades con marcada
neuroinflamacion. Ou y colaboradores, utilizando ratones de 6 meses de edad de
la cepa APP/PS1, y realizando inyecciones intraperitoneales de MET durante 14
dias, mostraron que MET es capaz de atenuar el déficit de la memoria espacial, la
neurodegeneracion hipocampal y de promover la neurogénesis, ademas de
disminuir la carga de placas de AB y el tono neuroinflamatorio (Ou, Kong et al.
2018). Por otro lado, utilizando ratones de 9 meses de edad de la misma cepa, y
administrando durante dos meses MET en el agua de bebida, Chen et al.
mostraron su capacidad de revertir la patologia tau y la carga de placas amiloides,
ademas de mejorar la autofagia microglial, que se encuentra afectada en este
modelo (Chen, Zhao et al. 2021).

Sin embargo, a pesar de la gran cantidad de estudios que demuestran
sus efectos beneficiosos, existen evidencias contradictorias en las que el uso de
MET induce procesos deletéreos, por ejemplo aumentando los niveles o actividad
de B-secretasa y de APP e impidiendo el transporte de AR a través de la BHE,
promoviendo la produccion y el agregado de AB (Chen, Dong et al. 2016; Picone,
Vilasi et al. 2016). Por otro lado, se observd que MET induce la disfuncién
mitocondrial y la muerte neuronal cuando es administrado de manera cronica en
ratones de la cepa C57B6/J (Picone, Vilasi et al. 2016). En ratas que modelizan la
EA, se observé un aumento en la gliosis reactiva debido al uso de MET, lo que
resulta en una induccion del cuadro neuroinflamatorio caracteristico de la
enfermedad (Pilipenko, Narbute et al. 2020). Ademas, diversos estudios in vitro
realizados sobre células neuronales que modelan la patologia amiloide, mostraron
que el uso de MET induce la produccién y el agregado de A, sin producir efectos

sobre su degradacion (Chen, Zhou et al. 2009).

Por lo tanto, aun falta evidencia que revele el mecanismo de accién
concreto por el cual MET produce tanto los efectos terapéuticos como aquellos no
deseados (Kajbaf, De Broe et al. 2016). Como se mencion¢ anteriormente, Ou y
colaboradores demostraron que junto con los efectos positivos de MET en ratones
APP/PS1 se observé una activaciéon de la via de AMPK especificamente en

astrocitos y microglia, células que participan del sostén de la funcién neuronal y la
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respuesta inflamatoria (Ou, Kong et al. 2018). Estos resultados sugieren que el
efecto de MET podria variar dependiendo del tipo celular, lo que nos invita a
explorar como se ve afectado cada tipo celular por el farmaco, tanto en términos

de sensibilidad como de respuesta.

Microglia

Las células microgliales constituyen alrededor del 10% de todas las
células del cerebro adulto y son consideradas las células inmunes residentes del
sistema nervioso central (SNC). Estas células cumplen un rol fundamental en el
mantenimiento de la homeostasis y la respuesta inmune del SNC, ademas de
monitorear cambios en la actividad neuronal, y participar en la modulaciéon de
funciones cognitivas superiores como el aprendizaje y la memoria (Parkhurst,
Yang et al. 2013; Gomez-Nicola & Perry 2015).

La microglia es capaz de detectar patrones moleculares asociados a dafo
y a patdgenos y generar una respuesta de reparacion en el tejido (Wolf, Boddeke
et al. 2017). Por otro lado, participa tanto en el establecimiento de la conectividad
neuronal normal, como en procesos reguladores criticos del SNC, mediante un
mecanismo denominado poda sinaptica, en el cual se eliminan sinapsis
defectuosas, promoviendo asi la correcta actividad neuronal (Paolicelli, Bolasco et
al. 2011).

Histéricamente, las células microgliales fueron consideradas como los
macréfagos residentes del sistema nervioso debido a su supuesto origen comun
durante el desarrollo embrionario. Sin embargo, al dia de hoy su origen sigue
siendo controversial, sosteniéndose la idea de que provienen del saco vitelino
formando un linaje independiente al de los macrofagos tisulares (Ginhoux, Greter
et al. 2010). Ambos tipos celulares comparten un perfil proteico similar, siendo
positivos para marcadores clasicamente empleados como Iba1 (/onized
calcium-binding adapter molecule 1). Sin embargo, en los ultimos afios se ha
empezado a utilizar marcadores especificos de microglia, como Tmem19

(Transmembrane protein 19) que permiten evaluar los cambios que ocurren a
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nivel microglial, independientemente de macréfagos que eventualmente puedan
atravesar la barrera hematoencefalica en un contexto de dafio (Satoh, Kino et al.
2016).

La microglia exhibe diversos fenotipos en respuesta a las senales de su
entorno, por lo que su estado de activacién puede evidenciarse por su morfologia.
Cuando se encuentran en un estado quiescente, las células presentan procesos
largos y ramificados, los cuales se encargan de monitorear continuamente los
cambios en el microambiente del parénquima cerebral, mientras que una
microglia activada presenta una morfologia del tipo ameboide, mostrando
procesos retraidos y somas agrandados (Nimmerjahn, Kirchhoff et al. 2005).
Frente a un estimulo, la microglia puede responder dentro de un gran espectro de
activacion en el que se describen, dentro de un continuo de diferentes fenotipos
intermedios, dos estados de polarizacién opuestos. El estado microglial clasico
(M1) es normalmente inducido por interferén-y y lipopolisacarido bacteriano (LPS),
y se caracteriza por provocar una respuesta proinflamatoria mediante la liberacién
al medio de citoquinas y quimiocinas como IL-1B3, IL-6 y TNF-a, ademas de
especies reactivas del oxigeno, por lo que esta respuesta puede provocar dano
neuroldgico si no es correctamente regulada. Por el contrario, el estado de
polarizacion alternativo (M2) produce una respuesta mediada por la liberacion de
citoquinas antiinflamatorias, como IL-10, TGF- y factores de crecimiento y de
supervivencia, por lo que se induce un proceso antiinflamatorio y neuroprotector
(Colonna & Butovsky 2017; Guo, Wang et al. 2022).

La inflamacion es un proceso regulado por diversos mecanismos
celulares. Cuando los receptores especializados en reconocer patrones
moleculares asociados a dafio o a patdgenos, se transloca al nucleo el factor
nuclear kappa-B (NF-kB), un factor de transcripcion que modula la expresion de
genes relacionados con la respuesta proinflamatoria (Mitchell & Carmody 2018).
Por otro lado, las sefales de dafio intracelular pueden llevar al ensamblado de
inflamasomas, los cuales son complejos proteicos que reclutan proteinas
involucradas en el procesamiento y maduracion de citoquinas proinflamatorias
(Broz & Dixit 2016).
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En un contexto patolégico en el que la produccion y acumulacion de
residuos es mayor que la capacidad de las células microgliales de eliminarlos, se
produce una activacion persistente de la microglia (Block & Hong 2007;
Al-Ghraiybah, Wang et al. 2022). Esta activacion persistente sostiene los niveles
de produccion de citoquinas y quimioquinas proinflamatorias y de agentes
citotoxicos, lo que provoca efectos perjudiciales en las funciones cerebrales,
generando un cuadro neuroinflamatorio caracteristico de las enfermedades

neurodegenerativas (Streit, Mrak et al. 2004).

Diversos autores propusieron la utilizacion de farmacos antiinflamatorios
para tratar la enfermedad (Ozben & Ozben 2019). En la actualidad, tras
numerosos estudios basados en el uso de antiinflamatorios no esteroideos para
tratar la EA, no existen recomendaciones para su uso en la prevenciéon o el
tratamiento de la demencia o el deterioro cognitivo. Por ello, diversos grupos
propusieron focalizar sus esfuerzos en encontrar tratamientos sobre la biologia
subyacente de la EA, que indirectamente sean capaces de modular la
neuroinflamacion. Conociendo que la translocacién de NFkB puede ser inhibida
por la activacion de AMPK, se propuso que la induccién de esta via puede resultar
en una mejora del cuadro neuroinflamatorio (Tao, Li et al. 2018). En este sentido,
surgieron estudios sobre el potencial de MET como tratamiento para la
neuroinflamacién (J.-S. Ha et al. 2019; Mudgal, Nampoothiri et al. 2019; Bai &
Chen 2021). Estudios realizados en ratones diabéticos mostraron que MET
reprime la activacion de la sefializacion de NFkB, disminuye la gliosis reactiva y
aumenta la supervivencia neuronal (Oliveira, Nunes et al. 2016). En tejidos
hipocampales de rata que modelizan la EA, se observdé que MET aumenta la
neurogénesis y disminuye significativamente los niveles de citoquinas
proinflamatorias (Saffari, Alijanpour et al. 2020). Por otro lado, estudios realizados
en células de la linea microglial murina BV2 que mostraban un fenotipo
proinflamatorio al ser expuestas a LPS, se observdé una disminucion de la
expresion de IL-1B y de la generacion de ROS frente al tratamiento con MET

(Tayara, Espinosa-Oliva et al. 2018).
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Los antecedentes revisados en esta seccidn nos llevan a pensar en el rol
de MET como un posible tratamiento frente a la inflamacion cronica que
caracteriza a la EA. Por otro lado, la induccién de AMPK por parte de MET nos
obliga a enfocar la mirada en su interaccion con otras vias de sefalizacion, siendo
la autofagia uno de los principales procesos que se encuentran modulados por la

misma.

Autofagia

La autofagia es un proceso catabodlico altamente conservado de
degradacion lisosomal, mediante el cual las células eucariotas reciclan
componentes subcelulares disfuncionales o dafiados como macromoléculas,
agregados de proteinas mal plegadas y organelas deterioradas, para el
mantenimiento de la funcién celular normal y la homeostasis intracelular (Zhang,
Chang et al. 2015; Lahiri, Hawkins et al. 2019). Ademas, la autofagia es el
principal mecanismo de control de calidad y reciclado de mitocondrias
disfuncionales, las cuales al acumularse implican focos de produccién de ROS,
impidiendo los potenciales dafnos causados por las mismas, lo cual resulta clave

en células sometidas a senescencia (Kerr, Adriaanse et al. 2017).

La autofagia se clasifica en tres categorias principales segun cémo es
transportado el material citoplasmatico a la luz lisosomal: microautofagia,
macroautofagia y autofagia mediada por chaperonas (Lamming & Bar-Peled
2019). Entre ellas, la macroautofagia (en lo sucesivo denominada autofagia) es la
via mas estudiada y mejor caracterizada en células eucariotas. La autofagia
comienza con la fosforilacion del complejo ULK1 (Unk Like Kinase 1), la cual
forma un complejo de iniciacion al interactuar con distintas proteinas asociadas a
la autofagia (proteinas ATG), promoviendo, a partir de una membrana de
aislamiento que se escinde desde alguna organela, la formacién de una estructura
lineal de doble bicapa lipidica denominada fagoforo. Luego de su formacion, el
fagoforo elonga su doble membrana hasta cerrarse sobre si mismo, acumulando
en su interior parte del contenido citoplasmatico. A esta estructura cerrada se la

denomina autofagosoma. Durante la formacion del autofagosoma, la proteina LC3
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pasa de su forma citosdlica delipidada (LC3-1) a su forma lipidada (LC3-Il),
incorporandose a la membrana del autofagosoma en formacién. Por otro lado, la
proteina p62 (ubiquitin-binding protein 62), que interactia con cadenas de
poliubiquitina, se une a LC3-ll. Esto hace que la incorporacion de parte del
citoplasma que ocurre durante la formacion del autofagosoma se vuelva
semi-especifica al introducir proteinas que estan marcadas para su degradacion.
Por ultimo, la membrana externa del autofagosoma se fusiona con un lisosoma
formando un autolisosoma, el cual degrada la membrana interna del
autofagosoma junto con las sustancias contenidas en su interior (Figura 6) (Zhou,
Tan et al. 2013; Klionsky, Abdelmohsen et al. 2016).

(=3)

Fagoforo Autofagosoma \ &

l \\&V

[ ] 7 a
el Lisosoma
| \ ¢
ULKT / P62

I':r-"-

L - ."
Degradacidn ||'€ - &/ @ 3

Figura 6. Mecanismo de autofagia. Representacion esquematica del flujo autofagico y
su regulacién. Figura creada con BioRender.com.

Es importante destacar que, al degradarse el contenido del autolisosoma,
también se degradan LC3-Il y p62. Es por este motivo que los niveles de p62 se
utilizan para evidenciar la actividad autofagica. Sin embargo, como se trata de un
proceso dinamico, la autofagia no puede evaluarse estaticamente, por lo que en
cultivos celulares deben utilizarse controles que la bloqueen, como por ejemplo,
Bafilomicina A1, un inhibidor de ATPasas vacuolares que impide la acidificacion

de los lisosomas (Klionsky, Abdelmohsen et al. 2016).
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Si bien, en condiciones fisiologicas existe un flujo autofagico basal, la
autofagia se induce principalmente por escasez de nutrientes o de energia, los
cuales desencadenan una cascada de eventos de sefalizacién y reclutamiento
que pueden implicar la activacion de AMPK vy la inhibicion de mTORC1 (por sus
siglas en inglés de “mammalian target of rapamycin”), el principal supresor de la
autofagia (Chang, Juhasz et al. 2009). mTOR funciona como un sensor de la
disponibilidad de nutrientes del medio celular mediante la deteccién de los niveles
de aminoacidos presentes en el medio. Cuando la disponibilidad de nutrientes es
elevada, mTOR bloquea la autofagia mediante la inhibicion de ULK1 (Kim, Jung et
al. 2015; Park, Jung et al. 2016; Schmitz, Cox et al. 2021).

En un contexto patolégico en el cual la eliminacidon de agregados
citotoxicos juega un rol fundamental para preservar la salud neuronal y evitar la
neuroinflamacion, la autofagia adquiere un papel imprescindible (Caponio,
Veverova et al. 2022). En la EA la autofagia no solo se encuentra comprometida,
sino que su alteracidn contribuye a la progresion de la enfermedad (Nixon & Yang
2011; Zeng, Siu et al. 2019). Particularmente, existe evidencia acerca de la
activacién exacerbada de mTOR en tejido cerebral de pacientes con EA, lo que
evidencia una inhibiciéon de la autofagia (Sun, Ji et al. 2014). Ademas, otros
trabajos que describen el rol de la autofagia en la EA mostraron que la induccion
generalizada de la autofagia facilita la degradacion de agregados de AB y Tau, y
que su inhibicidn aumenta significativamente la presencia de los depdsitos toxicos
(Pickford, Masliah et al. 2008; Wang, Martinez-Vicente et al. 2009).

En células gliales, la autofagia tiene una gran relevancia para el correcto
funcionamiento del sistema nervioso central, destacandose entre otras cosas, su
capacidad para internalizar y degradar por autofagia los acumulados
extracelulares de AP, proceso que se ve afectado en la EA (Plaza-Zabala,
Sierra-Torre et al. 2017). Estudios realizados por nuestro grupo mostraron la
existencia de un bloqueo en la autofagia microglial, en modelos tanto in vivo como
in vitro de la EA. Cuando células microgliales de la linea BV2 fueron expuestas a
AB, mostraron una afectacion del flujo autofagico y dafio lisosomal, que fue
dependiente del tiempo de exposicion. En ratones PDAPP-J20 se observé una

acumulacion de p62 y agregados de ubiquitina en células microgliales cerca de
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los depdsitos amiloides del hipocampo, ademas de verse cambios morfoldgicos
de la microglia que aparecen previos a la formacion de las placas, pero que se
acentuan con la acumulacion de AB durante el avance de la enfermedad. Esto fue
validado mediante la observacion de vesiculas autofagicas en células microgliales
que rodean a placas amiloides en cortes de pacientes post mortem (Pomilio,
Gorojod et al. 2020).

Por otro lado, la presencia de agregados citotoxicos favorece la
instalacion de un cuadro de neuroinflamacidén crénico que impacta sobre la
autofagia. En particular, el inflamasoma NLRP3 (Nod like receptor protein 3) es
capaz de reconocer proteinas mal plegadas e inducir la maduracion de citoquinas
proinflamatorias (Schroder & Tschopp 2010). Diversos estudios, tanto in vivo
como in vitro han demostrado que la induccion de la autofagia inhibe la activacién
del inflamasoma y reduce la secrecidén de citoquinas inflamatorias, rescatando la
muerte neuronal generada por el contexto inflamatorio (Bussi, Peralta Ramos et
al. 2017; Takahama, Akira et al. 2018; Gui, Liu et al. 2024). Estos resultados nos
llevan a pensar que la restauracion del flujo autofagico en las células microgliales
podria indirectamente revertir ademas el cuadro de inflamacién crénica que

caracteriza a la EA.

En linea con lo mencionado en el parrafo anterior, conociendo que el tono
inflamatorio disminuye al inducir la via de AMPK, al inhibir a NFkB, y sabiendo
que la activacion de AMPK promueve la autofagia al inhibir mTOR, nos

propusimos estudiar el uso de MET como tratamiento contra la EA.
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Objetivos e Hipotesis

Se propone como objetivo general de esta Tesis de Licenciatura evaluar
la capacidad de la droga antidiabética metformina para revertir algunas de las
alteraciones caracteristicas de la enfermedad de Alzheimer en modelos
experimentales, focalizando en los cambios que experimentan las células
microgliales. Se propone como hipoétesis que metformina tiene la capacidad de
mejorar el estado cognitivo de ratones que modelizan la patologia, en asociacion
con un menor estado de reactividad de la microglia, y que este efecto se lograria
a través de la restauracion del flujo autofagico y de la preservacion del
funcionamiento mitocondrial. Para el cumplimiento de este objetivo general se

proponen los siguientes objetivos especificos:

Objetivo especifico 1. Evaluar el impacto de metformina sobre el
deterioro cognitivo, la patologia amiloide y el grado de activacion y autofagia
microglial en ratones PDAPP-J20, modelo murino de la EA. Se propone como
hipétesis que el tratamiento con metformina esta asociado a una mejora cognitiva,
a una disminucion de la patologia amiloide, a un menor grado de activacion
microglial, evaluada mediante su morfologia y marcadores de microglia

homeostatica; y a un restablecimiento del flujo autofagico.

Objetivo especifico 2. Realizar una puesta a punto de las condiciones
experimentales in vitro que modelizan aspectos de la EA sin afectar la viabilidad
celular, y evaluar los efectos directos de metformina sobre las células microgliales
expuestas a AP, paralelizando la EA. Se propone como hipdtesis que la
exposicidn a péptidos B-amiloide genera dafo mitocondrial y bloqueo del flujo

autofagico, y que esto se revierte por el tratamiento con metformina.

En términos practicos, también son objetivos de esta tesis de licenciatura
familiarizarse con la proposicion de hipdtesis en investigaciones biomédicas
basicas y el uso de diferentes modelos experimentales para poner a prueba estas
hipdtesis, adquirir experiencia practica en el manejo de cultivos celulares y los
detalles de su manipulacién, asi como también adquirir herramientas para la

evaluacion comportamental de ratones de laboratorio.
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Materiales y métodos

Experimentos in vivo
Animales
1. Ratones PDAPP-J20

Para realizar esta tesis de licenciatura se empled la cepa de ratones
PDAPP-J20. Nuestro grupo dispone de una colonia propia en el bioterio del
Instituto de Biologia y Medicina Experimental (CONICET) gracias al aporte de la
doctora Verodnica Galvan, del Buck Institute (California, Estados Unidos). Se
emplearon animales de 9 meses de edad, los cuales ya presentan marcados
signos de la enfermedad, correspondiendo por lo tanto a una etapa sintomatica.
Estos ratones portan en hemicigosis el transgen para la expresion de la APP
humana con las mutaciones Swedish (K670N/M671L) e Indiana (V717F) bajo el
control del promotor de la cadena [ del factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGFB) de expresidon neuronal, y muestran claros depdsitos amiloides
en el hipocampo desde los 6 meses de edad. La cepa es mantenida mediante
cruzamiento con ratones C57BL/6. En todos los experimentos en que se
emplearon ratones transgénicos (Tg), se utilizaron sus hermanos no transgénicos
(NTg) como control. Los ratones se mantuvieron en racks ventilados bajo
condiciones controladas de temperatura (22°C) y humedad (50%) con ciclos de
luz/oscuridad de 12h/12h. Para la identificacion del genotipo de cada animal, en el
momento del destete se extrajo ADN a partir de una pequefia muestra de tejido de
la cola y se realizd6 una PCR usando primers especificos para el transgen

humano.
2. Tratamientos

No fue parte de la presente tesis de licenciatura el manejo de los animales
por parte del autor. La manipulacion, la administracion de los tratamientos, los
experimentos y los sacrificios fueron realizados por integrantes de nuestro grupo
especializados en el manejo de estos ratones, y bajo la aprobacion ética del

Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL).
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2.1. Administracion de metformina

Se realizaron inyecciones intraperitoneales de 220 pL vehiculo (PBS) o
MET al 4%, lo que equivale a una dosis de 240 mg/kg, durante tres dias a la
semana, por tres semanas. Es importante destacar que esta dosis, aunque
superior a la que se administra a pacientes diabéticos, es considerablemente
menor que las dosis utilizadas en otros estudios experimentales en ratones que
reciben metformina por via intraperitoneal. Se empleé como vehiculo el mismo
buffer PBS que se utilizdé para disolver la droga. Se destinaron originalmente 10
ratones por grupo, aunque el numero de ratones Tg puede ser menor debido a su

mayor mortalidad al llegar a edades adultas.
2.2. Eutanasia y generacion de cortes histologicos

Los animales fueron anestesiados mediante una inyeccion intraperitoneal
de ketamina (80 mg/kg BW,; Holliday-Scott, Argentina) y xilacina (10 mg/kg BW;
Bayer, Argentina). Luego de comprobar la ausencia de reflejos fueron sacrificados
mediante decapitacion. Los cerebros fueron removidos del craneo, seccionados
ambos hemisferios y fijados a 4°C durante una noche. Luego el tejido fue cortado
coronalmente con vibratomo en secciones de 60 pm de espesor (Vibratome
1000P). Los cortes resultantes se guardaron a -20°C en una placa de 48 pocillos
embebidos en solucion crioprotectora (25% glicerol, 25% etilenglicol, 50% buffer
fosfato 0,1 M, pH 7,4) hasta su uso, de forma tal que en cada pocillo hubiere 6
cortes equidistantes a lo largo del eje dorsal-ventral, representativos de la

totalidad del hipocampo.

Evaluacion comportamental

La manipulacion de los animales durante las pruebas comportamentales
fue realizada por otros miembros del grupo, mientras que el andlisis del material

generado si forma parte del desarrollo de esta Tesis.
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Se realizd una prueba de Novel Object Recognition (NOL) en grupos de
ratones NTg tratados con vehiculo y Tg tratados con vehiculo MET. Los ratones
fueron evaluados en una caja plastica negra (30 x 30 x 30 cm®) a la cual fueron
adecuadamente habituados los 6 dias previos a la realizacion de la prueba,
omitiendo la inclusion de los objetos. El test consistid en dos ensayos de 10
minutos (sesidn de entrenamiento y sesidn de evaluacion) separados por un
intervalo de 1 hora. En la sesion de entrenamiento, los ratones fueron expuestos a
dos objetos de plastico idénticos ubicados en dos esquinas contiguas, mientras
que durante la sesion de evaluacion, uno de los objetos fue movido a una locacion
novedosa en la esquina opuesta respecto del objeto no desplazado. Los animales

fueron grabados durante ambas sesiones para el posterior analisis de los videos.

La cuantificacion fue efectuada midiendo los tiempos de exploracion,
considerando los momentos en los que los animales acercaron sus hocicos a
menos de 1 cm de distancia de los objetos. En la sesion de entrenamiento se
cuantifico la exploracién en orden de determinar una ausencia de preferencias
sobre los mismos, verificando que exploren con la probabilidad del azar ambos
objetos. El tiempo de exploraciéon fue evaluado como el porcentaje de tiempo que
exploraron el objeto relocalizado respecto del tiempo total que mantuvieron una
exploracién activa sobre cualquiera de los objetos. Establecimos un tiempo

minimo de exploracién total de 20 segundos para que el test sea valido.

Tincién con rojo Congo

Se incubaron secciones coronales de cerebro conteniendo hipocampo en
el modo de cortes flotantes con una solucion de rojo Congo 0,2%, cloruro de sodio
3% e hidroxido de sodio 0,01% en etanol 80% (Biopack) durante 5 minutos.
Posteriormente se realizaron 3 lavados consecutivos con PBS a temperatura
ambiente. Los cortes fueron finalmente colocados en portaobjetos pretratados con
gelatina, dejados a secar durante una noche, deshidratados en etanol, aclarados

en xileno y finalmente montados con balsamo de Canada.
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Las imagenes de los cortes fueron tomadas a 40x utilizando un
microscopio optico Nikon Eclipse E200 y posteriormente analizadas empleando el
software Imaged (NIH). Se midié la carga de placas amiloides como el area total
positiva para la tincion luego de definir un umbral para la marca positiva de rojo
Congo en el hipocampo, relativo al area total del hipocampo. Por otro lado, se
midieron el numero y tamafo de cada una de las marcas positivas para la tincion
en el hipocampo. Todos los parametros fueron promediados entre los distintos

cortes de un mismo animal.

Inmunohistoquimica
1. Protocolo

La inmunotincion del tejido fue realizada segun el método de cortes
flotantes, evaluando seis diferentes secciones cerebrales por ratén, considerando
tanto la parte dorsal como ventral del hipocampo. Se realizaron lavados
exhaustivos con PBS para eliminar los restos de solucion crioprotectora.
Posteriormente se realiz6 un paso de recuperacion del antigeno utilizando Buffer
citrato 0.01 M, pH 6, a 85°C en bafio termostatico durante 30 minutos. Luego de
realizar lavados con PBS para eliminar el citrato de las muestras, se realiz6 el
bloqueo de sitios inespecificos con suero de cabra 10% disuelto en PBS-Tritdn
0,1% (solucion de bloqueo) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Los
cortes se incubaron overnight (ON) a 4°C con los anticuerpos primarios
anti-Tmem19 (ab209064, hecho en conejo) a una concentraciéon de 1/750 y
anti-p62 (SC-28359, hecho en ratén) en una concentracién 1/500. Luego de sus
correspondientes lavados, los cortes fueron incubados overnight a 4°C con los
anticuerpos secundarios anti-lgG de conejo acoplado al fluoréforo Alexa 488
(verde, Invitrogen) en una concentracion de 1/1000 y anti-IgG de ratén acoplado
al fluoréforo Alexa 555 (rojo, Invitrogen) en solucion de bloqueo. Finalmente, los
cortes fueron lavados y colocados en portaobjetos pretratados con gelatina y

montados con alcohol polivinilico con DABCO (Sigma).
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2. Analisis de imagenes

Los cortes se observaron en un microscopio confocal (Olympus DSU
IX-83), y se tomaron imagenes a 40X. Las mismas fueron tomadas con
microscopia confocal sobre el hilio del giro dentado, tomando regularmente planos
discretos a lo largo del espesor del corte (Z-stack). Se utilizaron al menos 4 cortes
representativos de todo el hipocampo por cada ratén, considerando 5 ratones por
grupo experimental. El procesamiento de estas imagenes se realiz6 con el
software Imaged (NIH). Para evaluar la reactividad para el marcador microglial
Tmem19, las imagenes generadas en el Z-stack fueron condensadas en una sola
imagen (Z-project) que permitié evaluar la disposicion de la microglia de manera
representativa en todo el corte histologico. Para la evaluacion de la acumulacion
de autofagosomas en la microglia mediante la colocalizacion de Tmem y p62, se
utilizé un udnico plano representativo del Z-stack. La colocalizacion de ambas
sefales se realizd estimando el coeficiente de Manders M1 (porcentaje de la
sefial positiva para Tmem que colocaliza con p62) empleando el plugin JACoP del

Imaged.
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Experimentos in vitro
Células BV2
1. Mantenimiento de la linea celular

La linea celular BV2 proviene de cultivos primarios de células microgliales
inmortalizadas mediante la infecciéon con el retrovirus J2 que lleva el oncogen
v-raf/v-myc. Las células se cultivaron en un medio de mantenimiento (RPMI 1640
(Gibco) con antibiético, suplementado con 10% SFB (Natocor, Argentina), y se
incubaron en una estufa de cultivo a 37°C y CO, 5%. El medio fue cambiado
regularmente cada 2 o 3 dias, realizandose los pasajes cuando el cultivo exhibia
una confluencia de 80% mediante un breve tratamiento con tripsina 0,25 % (5
minutos a 37°C), seguido de inactivacion con medio RPMI-1640 suplementado

con un 10% de suero fetal bovino (SFB).
2. Tratamiento con AR

Para el tratamiento de las células se utilizd AR, el cual fue almacenado
en una concentracion de 0,5 mM en DMSO. La fibrilizacion consistié en incubar
los péptidos a una concentracion final de 50 uM en agua estéril durante 72 hs a
37°C en atmosfera humeda con 5% de CO,. Para evitar la formacién de
agregados de muy alto peso molecular, se realizé un paso de sonicacién. Para
ello se utilizé6 un sonicador de bafio (Bioruptor Plus, Diagenode cat.B01020001)
en modo LOW, siguiendo un protocolo de 5 ciclos de 15 segundos, interrumpidos
por 30 segundos sin sonicar. Una vez fibrilizado y sonicado, se diluy6é en medio de
mantenimiento hasta la correspondiente concentracion final, y luego se expuso a

las células durante 24 horas para su tratamiento.
3. Tratamiento con MET

El tratamiento con MET (Sigma, EE.UU.) fue realizado a las
concentraciones 0,2 mM y 2 mM disueltas en medio de mantenimiento durante 1
0 24 horas. En los experimentos que incluyen un tratamiento con AR, se realizd
una dilucion de un stock de MET 4% hasta la concentracion final de 2 mM, en

medio conteniendo A o vehiculo.
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Ensayos de viabilidad
1. Ensayo de viabilidad por MTT

El ensayo de MTT se basa en la reduccién metabdlica del Bromuro de
3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT, SCBT, EE.UU.), realizada por la
enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa, dando como producto un
compuesto coloreado de color azul, el formazan. Para la realizacion del
experimento, se sembraron las células BV2 en placas de 96 pocillos con RPMI +
10% de SFB, y se las dejo6 crecer por 24 hs en estufa a 37°C. Luego se colocaron
los tratamientos con AB o MET en las diferentes condiciones experimentales. Al
cabo del tiempo correspondiente, se descarté el medio de cultivo y se incubd con
MTT y RPMI con 10% SFB a 37°C por una hora. Se descart6 el sobrenadante y el
producto obtenido se resuspendié en dimetilsulféxido (DMSO) y finalmente se

midié la absorbancia a 550 nm en un espectrofotometro.
2. Ensayo de viabilidad con ioduro de propidio

Durante los ultimos 15 minutos de la exposicion de las células a sus
respectivos tratamientos con AR y/o MET, las células se incubaron con los
colorantes fluorescentes DAPI, en una concentracién de 1/10000, y loduro de
propidio, en una concentracion de 1/500 en el medio de cultivo. Las células fueron
observadas y fotografiadas en distintos campos mediante microscopia de
epifluorescencia. Las imagenes fueron analizadas utilizando ImageJ,
cuantificandose el porcentaje de células que mostraron una colocalizacion entre

ambos marcadores.

Evaluacion de ROS mitocondriales

Para la medicion de ROS mitocondriales se utilizo el indicador MitoSox
Red (Molecular Probes, Invitrogen, M36008), el cual consiste en un colorante
fluorogénico dirigido especificamente a las mitocondrias, que tras ser oxidado por
superoxido mitocondrial, produce una fluorescencia roja brillante. Las células BV2

fueron sembradas en placas de 24 pocillos y posteriormente tratadas con AB,, y/o
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con MET. Tras su debido tratamiento y su posterior lavado con PBS, las células
fueron expuestas a MitoSox 5 pM durante 15 minutos a 37°C. Luego fueron
lavadas vy fijadas con PFA 4% por 15 minutos y posteriormente tratadas con DAPI
en una concentracion 1/10000, por 1 minuto. Finalmente, tras sus respectivos

lavados, las células fueron montadas con PVA con DABCO.

Las células fueron observadas utilizando un microscopio de fluorescencia
(Olympus DSU IX-83) y las fotos obtenidas colocando el foco en el plano de
mayor didametro de los nucleos marcados con DAPI. Los niveles de ROS
mitocondriales fueron estimados mediante la densidad O&ptica de MitoSox,
utilizando el software Imaged (NIH). Se consideraron al menos 30 células por

grupo experimental.

Evaluacién del flujo autofagico

Para evaluar el flujo autofagico mediante inmunofluorescencia, se
sembraron células BV2 en una placa multiwell de 24 pocillos en la cual
previamente se coloco un cubreobjetos circular en cada pocillo de manera que las
células se adhieran al mismo. Las células fueron incubadas con 0,05 mM de AB (o
el correspondiente vehiculo con PBS) durante 24 horas y con 0,2 mM de MET (o
PBS) durante la ultima hora de AB, condiciones que fueron definidas en la puesta

a punto realizada previamente.

Debido a que p62 se recluta al autofagosoma durante su formacion, y se
degrada exclusivamente por autofagia, para los experimentos in vitro se
incluyeron controles que recibieron en simultaneo un tratamiento con
Bafilomicina-A1 (Fermentek, Israel) a una concentracion de 100 nM durante los
ultimos 30 minutos del protocolo experimental. Debido a que esta droga es un
inhibidor de la actividad lisosomal, permite bloquear la autofagia en su ultimo paso
y por lo tanto, un aumento significativo de p62 se interpreta directamente como un

blogueo en el flujo autofagico.

Al finalizar el protocolo de estimulacion, se fijaron las células con PFA 4%

por 15 minutos. Las células adheridas a los cubreobjetos se lavaron con PBS para
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remover el medio. Se realizé el bloqueo de los sitios inespecificos con BSA 1%
(MP Biomedicals, EE.UU.) en PBS Tween 0.05% durante 30 minutos a RT. Se
realizé la incubacion ON a 4°C en solucion de bloqueo, con el anticuerpo primario
anti-p62 hecho en ratén (Santa Cruz, SC-B7) a una concentracién de 1/200. Tras
los correspondientes lavados con PBS, se realizé la incubacion por 1 hora a RT,
con un anticuerpo secundario anti-lgG de raton acoplado al fluoréforo Alexa 488 a
una concentracién de 1/700 en solucién de bloqueo. Tras los correspondientes
lavados, las células fueron tratadas durante 1 minuto con DAPI a una
concentracion de 1/10000. Tras lavar el DAPI, las células fueron montadas en

cubreobjetos tratados con DABCO.

Se obtuvieron imagenes empleando un objetivo de 60x empleando un
microscopio confocal (Olympus DSU 1X-83). Se seleccionaron al azar al menos 30
células, representativas de 10 campos diferentes, sobre las cuales se midi6 el
porcentaje del area celular ocupada por autofagosomas p62+ empleando un

umbral definido por el usuario con el software ImageJ.

Analisis estadistico

El analisis estadistico de los resultados obtenidos en la presente Tesis de
Licenciatura se realizé empleando el software GraphPad Prism 9. Se realizaron
Test de t para una o dos muestras, comparando en algunos casos contra una
media tedrica, y ANOVA de una o dos vias seguidos por comparaciones de Tukey
o de Dunnett segun corresponda en cada experimento. Para cada determinacion,
el andlisis especifico que se haya realizado se indica en el respectivo pie de
figura. Todo analisis fue realizado de manera ciega a los grupos experimentales.
Los datos se expresaron en los graficos de barra como la media * el error
estandar. En cada figura se muestra el N en forma de puntos. EI N de cada
experimento se determind a partir de pruebas pilotos realizadas previamente por
integrantes de nuestro grupo, estimandose una potencia del 80%. En todos los
casos se consideraron diferencias significativas a aquellas que se corresponden

con un p-valor menor que 0,05.

37



Resultados



Resultados

El tratamiento con metformina generé una mejora a nivel cognitivo y una
tendencia a la reduccién de la patologia amiloide en un modelo murino de la
EA.

En primer lugar, considerando que la EA afecta especialmente a las
funciones cognitivas, se evalud la memoria espacial de ratones PDAPP-J20 de 8
meses de edad, que modelizan etapas sintomaticas de la EA, y el efecto de un
tratamiento corto con MET sobre dicho parametro. Se realizd la prueba de NOL
que evalua la capacidad de los ratones de identificar un objeto relocalizado (02)
(Fig. 7A). Nuestros resultados muestran que durante la sesion de entrenamiento,
momento en el cual la memoria aun no se formo, todos los grupos experimentales
exploraron el objeto que luego seria relocalizado un porcentaje de tiempo que no
difiere del 50% del tiempo total de exploracién, lo cual indica que no hubo
preferencia por ninguno de los objetos (Figura 7B). Durante la sesion de
evaluacion, se observéo en los ratones NTg una preferencia por el objeto
relocalizado, es decir, lograron formar una memoria espacial; mientras que los
animales Tg inyectados con vehiculo no lo hicieron. Los ratones Tg tratados con
MET, mostraron una preferencia significativa por el O2 en la sesién de evaluacién
(Figura 7C). Estos resultados sugieren que el tratamiento con MET logra revertir
el deterioro cognitivo en los animales Tg, medido con la prueba especifica de
NOL.
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Figura 7. El tratamiento con metformina revierte el deterioro cognitivo en los
animales Tg, a nivel de memoria espacial. (A) Esquema del disefio experimental de la
prueba de NOL, donde se representa al objeto 2 (0O2) como aquel que se relocaliza en la
sesion de evaluacion. (B) Tiempo de exploracion del O2 medido porcentualmente
respecto del tiempo total de exploracién durante la sesion de entrenamiento. (C) Tiempo
de exploracion del O2 medido porcentualmente respecto del tiempo total de exploracion
durante la sesion de evaluacion. *p<0.05 (test de t para una muestra comparando contra
una media tedrica del 50%)

A nivel histopatoldgico, se evalud la presencia de placas amiloides, una
de las principales caracteristicas de la EA. Para ello, se realizé una tincién con
rojo Congo, que permite identificar especificamente los depdsitos amiloides, sobre

cortes coronales conteniendo hipocampo (Figura 8A). Pudimos observar que la
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carga amiloide (expresada como el porcentaje del area hipocampal cubierta de
placas) muestra una disminucidn apreciable, aunque no significativa, con el
tratamiento con MET (Figura 8B). Como la naturaleza de esta reduccion podria
deberse al cambio de distintos parametros como lo son el numero o el tamafo de
las placas, proseguimos a realizar la mediciéon de los mismos. Al evaluar el
numero de placas amiloides presentes, observamos una reduccion apreciable con
el tratamiento con MET (Figura 8C). Al evaluar el tamafo de las placas
observamos que los animales tratados con MET presentan placas mas grandes
(Figura 8D). En su conjunto, estos resultados evidencian que el tratamiento con
MET podria estar reduciendo el numero de las placas a costa de eliminar las de

menor tamano.
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Figura 8. El tratamiento con metformina muestra una tendencia a la disminucién de
la patologia amiloide en el hipocampo de ratones Tg. (A) Imagen representativa
obtenida por microscopia Optica de cortes de cerebros procesados para la tinciéon con rojo
Congo, que marca los depdsitos amiloides (puntas de flecha). (B) Carga de placas
amiloides medidos como porcentaje de area hipocampal positiva para rojo Congo. Se
evalu6é ademas el tamafio promedio (C) y numero (D) de placas amiloides presentes en el
hipocampo. *p<0,05 (Test de t para dos muestras, a una cola).
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En su conjunto, estos resultados nos indican que el tratamiento con MET
genera no solo una mejora sobre el desempefio cognitivo de los ratones Tg, sino

que puede estar induciendo una mejora sobre la patologia amiloide.

El tratamiento con metformina revierte el impacto de la EA sobre la

microglia.

Las células microgliales presentan signos tempranos de activacion en
pacientes con EA y modelos experimentales. Para evaluar el estado de la
microglia, utilizamos el marcador Tmem19, el cual permite identificar células
microgliales que se encuentran en un estado homeostatico (Figura 9A).
Observamos que los ratones NTg presentan una senal positiva para este
marcador en el 19,38% del area total del hipocampo. En los ratones Tg tratados
con vehiculo este parametro se reduce aproximadamente a la mitad. Esta
disminucién de la sefial se revierte significativamente con el tratamiento con MET,
alcanzando incluso los niveles observados en los animales NTg (Figura 9B,
izquierda). De manera complementaria, evaluamos la densidad éptica (DO) para
Tmem19 como otra medida del estado homeostatico de la microglia. Tomando
como referencia el grupo de animales NTg, pudimos observar que en los ratones
Tg la DO del marcador disminuye significativamente y que al ser tratados con
MET se observa una tendencia a la recuperacion, no siendo diferente en términos
estadisticos al grupo control (Figura 9B, derecha). Estos resultados evidencian
que el modelo murino de EA presenta una disminucion de su microglia

homeostatica, y que esto se revierte con el tratamiento con MET.
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Figura 9. Los ratones Tg presentan menor reactividad para el marcador microglial
Tmem119, que se revierte con el tratamiento con metformina. (A) Imagenes
representativas de inmunofluorescencia del marcador microglial Tmem obtenidas
mediante microscopia confocal, sobre el giro dentado de ratones NTg, o Tg tratados con
vehiculo o metformina. La barra de escala corresponde a 70 um. (B) Cuantificacion del
porcentaje del area del campo positiva para Tmem. (C) Cuantificaciéon de la densidad
Optica de Tmem por campo. *p<0,05; **p<0,01 (ANOVA de una via seguido por
comparaciones de Tukey).

En funcion de resultados obtenidos en nuestro laboratorio que indican que
la autofagia microglial es disfuncional en la patologia, y sabiendo que la activacion
persistente de las células microgliales se encuentra asociada a cambios en el

metabolismo celular, decidimos evaluar el estado de la autofagia en este tipo
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celular. En este caso, realizamos una doble inmunofluorescencia contra Tmem19
y p62, un marcador de autofagosomas, a fin de evaluar el flujo autofagico en la
microglia (Figura 10A). Los ratones NTg mostraron un 22% del area de Tmem con
presencia de autofagosomas, mientras que en los ratones Tg tratados con
vehiculo correspondié al 34,5%, lo que representa un aumento significativo de la
sefal. Este resultado evidencia que los animales Tg presentan una acumulacion
de autofagosomas en la microglia, lo cual seria compatible con un escenario de
bloqueo en el flujo autofagico. Pudimos observar que tal acumulacién de
autofagosomas retorna a los niveles normales cuando los ratones Tg son tratados
con MET (Figura 10B).
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Figura 10. Metformina revierte la acumulacion de autofagosomas en la microglia.
(A) Fotos representativas de microscopia confocal para la inmunofluorescencia contra el
marcador microglial Tmem (verde) y el marcador de autofagosomas p62 (rojo)
evidenciando acumulaciéon de autofagosomas en microglia, sobre todo en ratones
Tg+Veh (puntas de flecha). Los insets muestran los canales rojo y verde por separado. La
barra de escala corresponde a 50 ym.(B) Cuantificaciéon del area Tmem+ que ademas
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colocaliza con p62. *p<0,05; **p<0,01 (ANOVA de una via seguido por comparaciones de
Tukey).

Estos resultados muestran no solo el impacto de la EA sobre el estado de
las células microgliales y su impedimento funcional, sino también que el

tratamiento con metformina revierte tales efectos adversos.

Puesta a punto y seleccién de las condiciones para evaluar el efecto de

metformina en células microgliales.

Con el objetivo de modelar un contexto asociado a la EA y su tratamiento
con MET, se utilizaron células de la linea celular derivada de microglia murina
BV2, que se expusieron a AB4, y/o MET. Inicialmente, se realizé una puesta a
punto a fin de encontrar condiciones de trabajo que no produzcan efectos nocivos
per sé sobre las células. Se realizaron ensayos de viabilidad por reduccion de
MTT para dos concentraciones de AR, (principal componente de las placas
amiloides), previamente seleccionadas por bibliografia, durante 24 hs para simular
una exposicion prolongada a estos péptidos, en linea con un estado sintomatico
de la EA. Pudimos observar que las células microgliales cultivadas en presencia
de AB 0,05 uM no presentan una disminucién significativa de su viabilidad,
mientras que si sucede al incubarse con una concentracién de 0,5 uM de AP
(Figura 11A). Luego, evaluamos la viabilidad celular con dos concentraciones de
MET (seleccionadas por bibliografia) y dos tiempos de exposicion diferentes.
Pudimos observar que la unica condicion de exposicién a MET que no produce un
efecto negativo en la viabilidad celular se corresponde con la concentracién de 0,2

mM y un tiempo de exposicion de 1 hora (Figura 11B).
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Figura 11. Puesta a punto de las condiciones de exposicidon a péptidos amiloides y
del tratamiento con metformina en células microgliales BV2. (A) Se realiz6 un ensayo
de MTT para evaluar la viabilidad a nivel mitocondrial exponiendo a las células durante 24
hs a péptidos AP fibrilizados a una concentracion de 0, 0,05 o 0,5 uyM. *p<0,05 (ANOVA
de una via seguido por comparaciones de Tukey). (B) El mismo ensayo de viabilidad fue
realizado exponiendo las células microgliales a metformina 0,2 o0 2 mM durante 1 0 24
hs. *p<0,05 (ANOVA de dos vias seguido por comparaciones de Dunnett).

Si bien estos resultados nos sugieren que las condiciones establecidas no
afectan la viabilidad celular, hay que tener en cuenta que el ensayo de MTT se
fundamenta en la medicién de la actividad mitocondrial, el cual es un parametro
que podria verse influenciado directamente por la accién de MET, aunque esto no
se traduzca necesariamente en una menor viabilidad. Para complementar este
estudio, realizamos una tincidn con ioduro de propidio (IP), un ensayo de
viabilidad basado en la integridad de las membranas celulares (Figura 12).
Utilizando las condiciones establecidas en el experimento anterior, pudimos
confirmar que las condiciones establecidas para AB y MET, no producen
diferencias significativas sobre la viabilidad celular (Figura 12B). De esta manera,
concluimos que el tratamiento conjunto o independiente con AB 0,05 uM por 24 hs
y metformina 0,2 mM por 1 h no afecta a la sobrevida de células microgliales BV2

en nuestras condiciones de uso.

46



A L As | AB+MET H;0. (Control +)

B 120

40
20
0

1
CTL AB AB+MET

-
=2} o
o o
1 1

Viabilidad (%)
N
o
|

Figura 12. Las condiciones establecidas para el tratamiento de las células BV2 no
afectan a su viabilidad. (A) Imagenes representativas de la viabilidad celular medidas
en células BV2 mediante una tincion con IP. Los nucleos azules representan nucleos de
células marcados con DAPI. En rojo se muestra la sefal de IP. Las células que muestran
colocalizacién de ambas marcas son representativas de muerte celular (puntas de
flecha). La barra de escala corresponde a 30 um. (B) Cuantificacion de la viabilidad
celular frente a la exposicion con AB 0,05 uM por 24 horas, tratadas o no con metformina
0,2 mM durante 1 hora. (ANOVA de una via)

A partir de estos resultados, hemos decidido emplear la condicién de
exposicion a AB 0.05 pM por 24 hs para evaluar su impacto sobre las alteraciones
microgliales que se observan en un contexto de EA, y metformina 0,2 mM por 1 h

para analizar su capacidad de revertir dichos cambios.

Metformina revierte el aumento de ROS mitocondriales y el bloqueo del flujo

autofagico causado por AP en células BV2.

Numerosas enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por un
contexto oxidativo, que se evidencia por una acumulacién de ROS. Para estudiar
si metformina es capaz de revertir el estrés oxidativo producido por AR,

evaluamos la produccion de ROS mitocondriales mediante el uso de la sonda
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Mitosox, utilizando las condiciones de incubacidn puestas a punto en el item
anterior (Figura 13). Observamos que la exposicion de las células BV2 con AB
produce un aumento del 35,3% en la generacién de ROS mitocondriales respecto

al control y que el tratamiento con MET lo revierte a las condiciones basales.
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Figura 13. El tratamiento con metformina revierte el aumento en la produccion de
ROS mitocondriales inducido por AB. (A) Imagenes representativas de ROS
mitocondriales medidos en células BV2 mediante la sonda Mitosox. La barra de escala
corresponde a 50 um. (B) Cuantificacion de la densidad 6ptica por célula. ****p<0,0001
(ANOVA de una via seguido por comparaciones de Tukey)

Luego, nos propusimos evaluar el flujo autofagico en células BV2
expuestas a AP mediante inmunofluorescencia para el marcador de
autofagosomas p62. Como la autofagia es un proceso dinamico que no puede ser
evaluado estaticamente, utilizamos el inhibidor de la autofagia Baf-A1 como
control de la cantidad de autofagosomas acumulados cuando el flujo autofagico

se encuentra impedido (Figura 14A). Pudimos observar en este experimento, que
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cuando las células son tratadas con Baf-A1 en ausencia de estimulo, hay un
aumento en el area positiva para p62, lo que se traduce en una acumulacion de
autofagosomas. Esta diferencia pone de manifiesto el flujo autofagico basal, es
decir, la cantidad aproximada de autofagosomas que normalmente se degradan
en condiciones basales. Cuando las células son tratadas con AR, observamos que
Baf-A1 no induce un aumento en la densidad de vesiculas p62+, la cual se
mantiene en valores mayores a los basales, lo que nos indica que en presencia
de AP los autofagosomas no se pueden degradar y por lo tanto el flujo autofagico
esta impedido. Por ultimo, cuando las células expuestas a AB son tratadas con
MET, se observa que hay una baja cantidad de area positiva para p62 respecto de
cuando son expuestas unicamente a AB, mientras que al tratar estas células con
Baf-A1 la acumulacién de autofagosomas aumenta significativamente, lo que
indica que en estas condiciones los autofagosomas pueden degradarse

exitosamente (Figura 14B).

Estos resultados, demuestran que las condiciones seleccionadas de
exposicion a AR reproducen el estrés oxidativo y el bloqueo del flujo autofagico
que se observan en células microgliales en el contexto de la EA, y que el

tratamiento con metformina en las condiciones elegidas revirtié estos cambios.
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Figura 14. El tratamiento con metformina revierte el bloqueo de la autofagia
microglial ocasionado por su exposicion a péptidos AB. (A) Imagenes
representativas de la acumulacion de la sehal de p62 para cada tratamiento. La barra de
escala corresponde a 20 ym. (B) Cuantificacion del area positiva para p62. ***p<0.01,
****p<0.001 (ANOVA de dos vias seguido de comparaciones de bonferroni).
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Discusion

El impacto social y econdémico producido por la EA es un problema de
absoluta gravedad en la actualidad y se prevé que ira en aumento en las préximas
décadas. La ausencia de una estrategia terapéutica efectiva para su tratamiento
implica un desafio para la comunidad cientifica, siendo la estrategia de
reposicionamiento de drogas una de las propuestas validas para enfrentarla. En la
presente Tesis de Licenciatura, nos propusimos evaluar el rol de MET como una
estrategia terapéutica contra la EA. Hemos propuesto como hipétesis de trabajo
que MET es capaz de revertir algunas alteraciones que ocurren en estadios
sintomaticos de la EA. La misma fue puesta a prueba usando la cepa de ratdon
transgénico PDAPP-J20, un modelo validado de la enfermedad, y la linea de
células microgliales BV2. Nuestros resultados mostraron que el tratamiento con
MET causé una mejora en el desempefio cognitivo y una reduccién en los rasgos
histopatolégicos de los ratones, mientras que los experimentos in vitro arrojaron
resultados preliminares que validan un potencial rol terapéutico del uso de MET a
través de la modulacién del estrés oxidativo y el flujo autofagico microglial. En su
conjunto, estos resultados nos llevan a confirmar en lineas generales la hipétesis
de trabajo. Sin embargo, deben ser considerados diferentes aspectos

experimentales y limitaciones, las cuales se discutiran a continuacién.

Modelo de EA empleado

Los resultados obtenidos en los experimentos in vivo, sugieren que MET
ejerce un efecto protector sobre la performance cognitiva de los ratones Tg de 9
meses de edad y sobre distintos aspectos de la biologia subyacente de la
enfermedad, evidencidndose una mejora en el estado de la microglia y su
actividad autofagica, ademas de una tendencia a la mejora en la patologia
amiloide. Sin embargo, si bien la cepa de ratones PDAPP-J20 se encuentra
validada por la comunidad como un modelo de la EA, debemos destacar que
estos animales desarrollan la enfermedad mediante la sobreproduccion de A al
expresar el gen de APP humano, modelando de esta manera la amiloidogénesis
con una mutaciéon asociada a la EA familiar. Este aspecto genera ciertas

controversias ya que, al tratarse de una enfermedad esporadica y multifactorial,
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no podemos asegurar que la sobreproduccion de AR unicamente sea una manera
fiable de representarla. Por otro lado, al desconocer el origen de la EA, no
podemos asegurar que la acumulacion de AB es la causa de que la patologia se
desarrolle, o si es simplemente un marcador de la misma, siendo este un
cuestionamiento ampliamente debatido por los detractores de la hipodtesis de la
cascada amiloide (Drummond & Wisniewski 2017; Kepp, Robakis et al. 2023). Sin
embargo, es importante mencionar que en este modelo se constata un cuadro
neuroinflamatorio con participacién de la glia de inicio temprano asi como
alteraciones comportamentales. A pesar de las controversias que puede generar
la utilizacién de estos modelos de estudio, es clave destacar la imposibilidad de
representar en animales una enfermedad multifactorial y esporadica como lo es la
EA, por lo que los modelos existentes, con sus limitaciones, han sido hasta el
momento la mejor herramienta para llevar a cabo los avances en las

investigaciones sobre esta enfermedad.

Efectos de metformina dependientes del sexo

Como primer objetivo especifico de esta Tesis de Licenciatura, nos
propusimos evaluar el impacto de MET sobre el deterioro cognitivo, la patologia
amiloide y el funcionamiento de la microglia en un modelo in vivo de la EA. Ou y
colaboradores, utilizando ratones de la cepa APP/PS1 encontraron que el
tratamiento con MET previene el deterioro de su memoria, la formacién de
depdsitos amiloides y la activacion cronica de microglia y astrocitos, ademas de
promover la neurogénesis (Ou, Kong et al. 2018). Utilizando el mismo modelo
murino, Chen y colaboradores probaron que el tratamiento con MET reduce tanto
la patologia amiloide como la agregacion de tau, asociandose con un incremento
en la capacidad de la microglia de degradar el AR (Chen, Zhao et al. 2021). Es
importante destacar que ambos grupos utilizaron ratones hembra. Diversos
estudios mostraron un efecto de MET dependiente del sexo, observando que
generalmente los efectos positivos se observaban mas claramente en hembras,
mientras que los machos solian mostrar un menor efecto, ausencia de efecto o
incluso efectos negativos asociados al tratamiento con metformina (DiTacchio,

Heinemann et al. 2015).
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En nuestro trabajo, hemos decidido trabajar preliminarmente con ratones
macho aun conociendo estos antecedentes, debido a la disponibilidad de
animales con los que contdbamos en nuestra colonia del bioterio. Para ello
partimos de la suposicién de que si lograbamos encontrar un efecto en ratones
macho, a futuro seria mas factible encontrar un efecto similar o mayor en
hembras, de acuerdo a los antecedentes. Por otro lado, este disefio experimental
nos permitiria comparar el efecto del tratamiento con MET con otras estrategias
experimentales similares que estan siendo evaluadas en nuestro laboratorio
empleando ratones de la misma edad y sexo, en el marco de otras lineas de
investigacion. En el presente trabajo, encontramos que el tratamiento con el
agente normoglucemiante MET, ademas de revertir diferentes rasgos
histopatolégicos de la enfermedad, efectivamente es capaz de mejorar el estado

cognitivo de los animales Tg.

Efectos de metformina dependientes de sus condiciones de administraciéon

Si bien existen diversos estudios que muestran el efecto beneficioso de
MET, existen otros en los que se encontraron efectos adversos con el uso del
farmaco. Comparando los trabajos, se puede observar una gran variabilidad en
cuanto a las dosis utilizadas, las vias de administracion empleadas y la duracion
de los tratamientos para llevar a cabo los experimentos. En la bibliografia, se
encuentran antecedentes de un rango amplio de concentraciones de MET
utilizadas en animales, que van desde 200 a 700 mg/kg, administradas mediante
inyeccion intraperitoneal o en el agua bebida entre 2 semanas y hasta varios
meses (Picone, Vilasi et al. 2016; Ou, Kong et al. 2018; Chen, Zhao et al. 2021).
Esta descrito ademas, que la exposicion prolongada a MET puede promover la
via amiloidogénica, inducir vias no canodnicas de sefalizacion, y promover la
apoptosis neuronal (Picone, Vilasi et al. 2016). Puede suponerse con todas estas
observaciones que los resultados contradictorios se deben en parte a la gran

heterogeneidad en la administraciéon de MET.

En este estudio no se incluyen animales NTg que hayan recibido MET.
Esto se debe a que, en parte, la seguridad de la administracién de metformina ha

sido verificada en los respectivos ensayos clinicos y tras décadas de uso en la
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clinica. Sin embargo, nuestro grupo cuenta con resultados preliminares (en el
marco de otras lineas de investigacion) que sugieren que el tratamiento con MET
en animales NTg no solamente no tiene efectos deletéreos sino que incluso
puede generar una mejora en ausencia de patologia. Esto podria indicar que
metformina no solo podria revertir procesos patolédgicos, sino incluso algunos de
los cambios negativos que subyacen al proceso de envejecimiento fisiologico. En
este sentido, algunos autores sostienen que metformina podria ser considerada
como una droga antienvejecimiento, y de esa manera disminuiria la severidad de
enfermedades asociadas a la edad, como la EA (Kulkarni, Gubbi et al. 2020).
Nuestro laboratorio se encuentra actualmente iniciando una linea de investigacion

en este sentido.

Por otro lado, la mayoria de los estudios que trabajan con modelos in vitro
de administracion de MET utilizan dosis supra fisiolégicas, alejandose de los
potenciales efectos del farmaco para el tratamiento en pacientes. Siguiendo un
esquema de administraciéon como el efectuado por Ou, nuestro grupo realizé una
puesta a punto de las condiciones de administracion de MET en ratones,
utilizando concentraciones relativamente bajas respecto a lo observado en la
bibliografia y reduciendo la cantidad de dosis administradas, aproximandonos lo
mas posible a la dosis semanal que ingiere un paciente diabético. En este trabajo,
obtuvimos una mejora en diferentes rasgos de la histopatologia de la
enfermedad, junto con un mejor desempefio cognitivo de los animales tratados

con MET, aun utilizando dosis y tiempos de administracion mas cortos que los

encontrados en la bibliografia.

Por otro lado, en modelos in vitro, se observé que la exposicion directa de
células en cultivo produce la activacion de la via de AMPK a concentraciones de
MET menores de 50uM, mientras que al utilizar concentraciones entre los 2y 5
mM se produce la inhibicibn muy marcada del complejo 1 de la cadena
respiratoria, asociado a efectos detrimentales (Zhou, Myers et al. 2001; Cao,
Meng et al. 2014). Ademas, las altas concentraciones y los tiempos prolongados
de exposicidon pueden estar mediando efectos independientes de la activacion de

la via de AMPK, e incluso efectos toxicos por parte del farmaco, lo que puede
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llevar a resultados clinicamente irrelevantes y que incluso podrian estar

enmascarando las principales vias de activacion de MET (He & Wondisford 2015).

Todas estas observaciones evidencian la necesidad de ensayar distintas
condiciones in vitro para seleccionar las optimas. Con la finalidad de encontrar
una concentracion y un tiempo de exposicion de MET que no afecte la viabilidad
celular y que a su vez sea capaz de generar un efecto apreciable sobre diferentes
aspectos que involucren la biologia de la EA, nos propusimos como Objetivo
especifico 2 realizar una puesta a punto de las condiciones de exposicion de las
células microgliales a AB y/o a MET. Como primer paso, evaluamos la exposicion
durante dos tiempos (1 0 24 horas) y a dos concentraciones bajas de MET, una de
uso comun en la bibliografia (2 mM) y una concentracidon menor, la cual se
corresponde con dosis que segun la bibliografia son capaces de ejercer los
efectos de MET sobre la via de AMPK (0,2 mM). Por otro lado, el uso de AB,, para
modelar un contexto patologico cronico puede resultar letal para las células
debido a su toxicidad, si no es administrado en las condiciones adecuadas. En
este caso, decidimos evaluar su efecto por un tiempo de exposicion de 24 horas,
el cual nos permite simular una exposicién prolongada de las células al AB.
Ademas, evaluamos dos concentraciones bajas del péptido, una comprobada
previamente por nuestro grupo (0,5 uM) y otra que se asemeja en mayor medida
al contexto fisiopatoloégico en el que se encuentran las células durante la EA (0,05
uM).

En esta Tesis, pudimos verificar que algunas de las condiciones de
exposicion a MET que se utilizan en trabajos publicados, generan una
disminuciéon de la viabilidad en nuestras condiciones de trabajo. Esta puesta a
punto nos permitid definir una condicién de trabajo que, sin afectar la viabilidad de
las células microgliales, permite evaluar el efecto de MET en un contexto de la
EA. Ademas, estas condiciones seran utilizadas para describir posteriormente
otros efectos del tratamiento y los mecanismos involucrados, como la activacion

microglial o la capacidad de la microglia activada de producir dafio neuronal.
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Efectos de metformina dependientes del tipo celular

Si bien el objetivo del reposicionamiento de drogas sobre la EA implica la
busqueda de un efecto neuroprotector, es importante contemplar que en el
organismo las células neuronales estan en intima interaccion fisica y quimica con
otros tipos celulares, los cuales podrian estar mediando diversos efectos sobre las
neuronas, implicando por si mismas blancos terapéuticos contra la
neurodegeneracion. A su vez, se observo que la estimulacion directa de neuronas
con MET favorece la sintesis y agregacion de péptidos amiloides y Tau (Chen,
Zhou et al. 2009; Picone, Nuzzo et al. 2015; Barini, Antico et al. 2016). Estos
resultados muestran un efecto adverso de MET, el cual no se corresponde con la
evidencia en favor del uso de este farmaco en experimentos in vivo, reforzando la

idea del potencial rol protector que ejerce el entorno neuronal sobre las neuronas.

Un trabajo realizado por Festa y colaboradores describe un mecanismo
segun el cual la respuesta inflamatoria de la microglia induce un bloqueo de la
autofagia neuronal, promoviendo la acumulacién de proteinas mal plegadas, y
concluyendo que este mecanismo podria ser comun a varias enfermedades
neurodegenerativas donde se acumulan proteinas en neuronas (Festa, Siddiqi et
al. 2023). Este trabajo sugiere que el funcionamiento defectivo de la microglia
tiene un rol crucial en estas enfermedades, por lo que modular su actividad puede
efectivamente cambiar el curso de las mismas. Basandonos en todos estos
trabajos, en esta tesis nos centramos en el estudio de la microglia por su
capacidad de responder a MET, y por el rol clave que se le ha atribuido en los

ultimos afos sobre el desarrollo de la EA (Merighi, Nigro et al. 2022).

Debido a que el daio que ocurre en en el contexto de la EA puede incluir
el debilitamiento de la BHE, pudiendo resultar en un consecuente ingreso al SNC
de monocitos y macréfagos circulantes que son Iba1+, nos resulté clave utilizar un
marcador especifico de microglia como Tmem19, evitando de esta manera una
posible marcacion insepecifica de macrofagos que pudieron haber llegado al
tejido cerebral. Esta Tesis marco ademas el punto de partida para la puesta a
punto de este nuevo marcador microglial en el laboratorio, permitiendo obtener
herramientas mas especificas para el estudio de estas células a nivel histologico.

Por otro lado, el marcador Tmem19 al marcar de una manera efectiva los
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procesos celulares, nos permite diferenciar de una manera clara la morfologia
homeostatica de la microglia, y eventualmente la acumulacién de vesiculas
autofagicas en estas estructuras. A nivel histolégico, pudimos observar que en el
hipocampo de los ratones Tg la microglia presenta una morfologia general
asociada a un estado reactivo de la misma, en términos de Tmem19, que se
revierte a uno homeostatico con la administracién de MET. Este resultado puede
deberse a que el tratamiento con MET promueve el pasaje de un estado reactivo
de la microglia a uno homeostatico, o a que haya un aumento en el numero total
de células microgliales que se refleje en una mayor cantidad de microglia
homeostatica. Un estudio realizado por nuestro grupo encontré que los ratones Tg
de la cepa PDAPP-J20 muestran un aumento en la cantidad de células
microgliales reactivas, evidenciadas por la inmunotincion de iba1, ademas de un
mayor numero de células reactivas con la edad (Pomilio, Pavia et al. 2016).
Nuestro resultado nos lleva a pensar que el aumento de la microglia homeostatica
se debe a una conversion desde un estado reactivo, pero ignorando si este efecto
se produce sobre una mayor cantidad de células. Esto podria esclarecerse
realizando un experimento complementario en el que se evalue en los cortes
obtenidos de los distintos grupos de animales el numero de células Iba1+
(marcador de microglia reactiva) y de Tmem19 (marcador de microglia

homeostatica).

Otro resultado interesante obtenido en esta Tesis de Licenciatura fue la
reduccion de los niveles de ROS en las células BV2 expuestas a AP tratadas con
MET. Numerosas enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por un
contexto oxidativo como consecuencia de una disfuncidn mitocondrial
generalizada, que se evidencia por una acumulacion de ROS. Ademas, existen
estudios que sugieren que la sobreproduccion de ROS es una consecuencia de la
acumulacion de péptidos AB que facilitan la disfuncién mitocondrial (Zhao & Zhao
2013; Tonnies & Trushina 2017; Cheignon, Tomas et al. 2018). Por otro lado, se
conoce que la inhibicibn de mTOR promueve la biogénesis mitocondrial (Morita,
Gravel et al. 2013). Conociendo por medio de nuestros resultados que MET es
capaz de revertir la acumulaciéon de ROS causada en este modelo de la EA, resta
dilucidar si tal efecto se debe a una mejora en el funcionamiento mitocondrial, que

podria estar ocurriendo como consecuencia de la inhibicibn de mTOR, o debido a

58


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Morita+M&cauthor_id=24206664
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Morita+M&cauthor_id=24206664
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Morita+M&cauthor_id=24206664
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Morita+M&cauthor_id=24206664

que el farmaco promueve la eliminaciéon de mitocondrias disfuncionales mediante

la induccion de la autofagia.

Efectos de metformina sobre la autofagia microglial

La autofagia es una via degradativa critica para la eliminacion de
organelas y de proteinas tdxicas y propensas a agregarse. En las enfermedades
neurodegenerativas, este proceso se encuentra afectado, de manera que la
eliminaciéon de proteinas defectuosas se encuentra impedida. La autofagia
neuronal se encuentra bien descrita como un proceso clave en el desarrollo y la
funcidn de las neuronas (Stavoe & Holzbaur 2019), sin embargo el rol de la
autofagia en células gliales ha sido menos estudiado aunque ha despertado el
interés de la comunidad en los ultimos afios. Por ejemplo, Cheng y colaboradores
encontraron que la deficiencia en la autofagia microglial es suficiente para
provocar un aumento de la neuroinflamacion y sintomas similares a los de la
enfermedad de Parkinson en ratones (Cheng, Liao et al. 2020). Este resultado
evidencia el rol fundamental de la microglia en el correcto funcionamiento
neuronal, por lo que estudiar la autofagia microglial adquiere una relevancia
fundamental como  blanco terapéutico contra las enfermedades

neurodegenerativas.

Estudios previos realizados por nuestro grupo reportaron que en ratones
PDAPP-J20 de 9 meses de edad se observa una acumulacion de autofagosomas,
lo cual se asocia a un bloqueo de la autofagia (Pomilio, Gorojod et al. 2020). En el
presente trabajo no sélo constatamos la acumulacién de autofagosomas en los
ratones Tg, sino que encontramos un efecto restaurador en los animales tratados
con MET. Por otro lado, observamos en las células BV2 que la acumulacién de
autofagosomas que ocurre en respuesta al AR se revierte al administrarles MET.
Estos resultados indican que MET es capaz de revertir el deterioro sobre el
proceso autofagico que ocurre en el contexto de la EA. Por otro lado, hemos
podido reflejar el mismo fenémeno tanto en los modelos in vivo como in vitro,

reforzando la importancia de estos cambios en la patofisiologia de la EA.
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Como siguiente etapa en esta linea de investigacion, se plantea evaluar
las implicancias funcionales de la restauracion en el flujo autofagico microglial y
su impacto en otras funciones microgliales. Es probable que al restaurar su
capacidad degradativa, la microglia esté pudiendo eliminar exitosamente
agregados de AP internalizados, lo cual explicaria en parte la disminucién en el
numero de placas pequefias que hemos observado en el modelo in vivo. Por otro
lado, dada la interrelaciéon entre la autofagia microglial y la activacién de la
respuesta inflamatoria, es posible que la restauracion del flujo autofagico también
implique la inducciéon de un menor tono inflamatorio, y por lo tanto un contexto
menos dafino para las neuronas. Todos estos puntos seran objeto de estudio

durante la continuacion de esta linea de investigacion.

Conclusion

En su conjunto, los resultados de la presente Tesis de Licenciatura
aportan evidencia robusta sobre la capacidad de MET para revertir diferentes
alteraciones caracteristicas de la EA, haciendo énfasis en el deterioro cognitivo y
en parametros microgliales, como su reactividad y la autofagia. Por su parte, la
puesta a punto de las condiciones de trabajo in vitro empleando células BV2, nos
permitira continuar esta linea de investigacion profundizando sobre aspectos que
consideramos relevantes a la hora de estudiar la EA, como lo son la expresion de
citoquinas proinflamatorias por parte de la microglia y el rol de la autofagia en la
degradacion de AB. Consideramos que los resultados obtenidos en este trabajo
son de relevancia para futuras investigaciones que implican, bajo la estrategia de
reposicionamiento de drogas, el uso de MET como potencial tratamiento contra la
EA.
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