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Resumen

La enfermedad de Alzheimer (EA) es uno de los mayores desafios actuales de la salud publica, con
una prevalencia en constante aumento y sin cura. La EA se caracteriza por depdsitos insolubles del
péptido B-amiloide (AR) tanto de localizacién parenquimatica como vascular, asi como la presencia de
ovillos neurofibrilares de la proteina tau hiperfosforilada. Esto se acompafia de neuroinflamacion,
gliosis reactiva y el aumento de permeabilidad de la barrera hematoencefalica (BHE). Dichos eventos
suelen presentarse en etapas tempranas de la EA y afectan la eliminacion de AR, lo que sugiere una
necesidad de explorar los mecanismos subyacentes como posibles blancos terapéuticos de la
enfermedad.

Las galectinas, proteinas de tipo lectina que reconocen unidades de N-acetil-lactosamina en
glicoconjugados celulares, desempefian un papel crucial en la regulacion de procesos fisiopatoldgicos
como la respuesta inmune, la fibrosis y el cancer. Se ha descrito la expresiéon de algunas galectinas en
diversos tipos celulares del sistema nervioso central. La galectina 1 (Gall) ha destacado por sus
propiedades protectoras en modelos de enfermedades neurodegenerativas y de injuria cerebral, dadas
en gran medida por sus cualidades inmunomodulatorias.

El objetivo de esta Tesis fue estudiar las alteraciones estructurales y funcionales de la microvasculatura
cerebral del hipocampo -estructura cerebral implicada en la EA- y evaluar el potencial terapéutico de
Gall en modelos experimentales. Para ello se utilizaron ratones transgénicos de la cepa PDAPPJ20,
que modeliza la EA familiar, los cuales recibieron un tratamiento con Gall recombinante a los 12
meses, estadio sintomatico de la patologia. Se demostré6 que este tratamiento logré restaurar el
desempenfio cognitivo de ratones transgénicos, evaluado mediante pruebas conductuales de memoria
espacial asociada al hipocampo, y disminuir tanto depésitos amiloides en el parénquima cerebral como
los depdsitos vasculares, las marcas histopatolégicas mas prominentes de la EA en el modelo
experimental utilizado. Por otro lado, Gall, en el hipocampo de ratones transgénicos, fue capaz de
restablecer la integridad de la barrera hematoenceféalica, evidenciada por un ensayo de permeabilidad
con Evans Blue, y recuperar las interacciones clave entre los astrocitos y el endotelio en la unidad
neurovascular promoviendo la restauracion de los contactos fisicos y la localizacion perivascular de la
proteina canal de agua astrocitica AQP4. Por otro lado, se observé la presencia de Gall endégena
sobre la vasculatura del hipocampo en los ratones transgénicos.

A su vez, se evalud el efecto protector directo de Gall sobre células endoteliales de microvasculatura
cerebral humana expuestas a AR 1-40 in vitro. Se determiné la recuperacion de la integridad de la

monocapa endotelial tras el tratamiento con Gall, evaluada por el monitoreo de la resistencia eléctrica




transendotelial, lo que se veria acompafiado de un recobro de la proteina de unién estrecha ocludina
en los contactos célula-célula. Los mecanismos de eliminacién de AR podrian encontrarse afectados
por alteraciones en la proteostasis celular, por lo que se estudiaron las vias del estrés reticular. Las
vias de estrés de reticulo endoplasmico PERK e IREla se vieron significativamente activadas en
células endoteliales expuestas a AB, asi como los niveles proteicos del sensor BIP y el factor XBP1,
denotando la implicancia de esta respuesta celular. In vivo, se comprobé una disminucion de la proteina
XBP1 de localizacion vascular. Ademas, las células endoteliales expuestas a AB en presencia de Gall
mostraron inhibicién de los mecanismos inflamatorios asociados a la respuesta de estrés reticular,
disminuyendo la expresion del componente del inflamasoma NLRP3 y la activacion del factor de
transcripcion proinflamatorio NFKB. Los cambios fenotipicos descritos en esas células no indujeron
muerte celular, lo que se exploré por ensayo de MTT y expresion de inductor de apoptosis CHOP.
Estos resultados sugieren que Gall rescata la induccion de la respuesta al estrés de reticulo
endoplasmico en células endoteliales expuestas a péptidos amiloides, promoviendo un efecto
antiinflamatorio. Ademas, el analisis transcriptémico del hipocampo de ratdén corroboré los resultados
experimentales al demostrar la recuperacién de los perfiles de expresion de conjuntos de genes
implicados en la funcién neuronal, la respuesta inmunitaria, la funcién vascular, la red de proteostasis
y los procesos metabolicos en los animales transgénicos tratados con Gall.

Estos hallazgos indican que Gall impacta positivamente sobre las alteraciones mas prominentes de la
EA experimental y que, a su vez, confiere proteccion sobre la microvasculatura del hipocampo. Los
resultados obtenidos en esta Tesis revisten originalidad aportando conocimiento novedoso sobre el rol
de Gal 1 en la enfermedad de Alzheimer experimental. Gall emerge como un promisorio rol terapéutico
para esta patologia y la demencia, vislumbrando un camino hacia la mejora de la calidad de vida de

los pacientes afectados por esta devastadora condicidon neurodegenerativa.

Palabras clave: Enfermedad de Alzheimer — Unidad Neurovascular — Galectina-1 — Microvasculatura — Neurodegeneracion



Abstract

Contribution of the Neurovascular Unit to neurodegeneration in Alzheimer's disease.

Potential therapeutic role of Galectinl.

Alzheimer's disease (AD) is one of today's greatest public health challenges, with a steadily increasing
prevalence and no cure. AD is characterized by insoluble deposits of B-amyloid (AB) peptide of both
parenchymal and vascular localization as well as the presence of neurofibrillary tangles of
hyperphosphorylated tau protein. This is accompanied by neuroinflammation, reactive gliosis and
increased permeability of the blood-brain barrier (BBB). Such events usually occur in early stages of
AD and affect AR clearance, suggesting a need to explore the underlying mechanisms as possible
therapeutic targets for the disease.

Galectins, lectin-like proteins that recognize N-acetylactosamine units in cellular glycoconjugates, play
a crucial role in the regulation of pathophysiological processes such as immune response, fibrosis, and
cancer. The expression of some galectins has been described in various cell types of the central
nervous system. Galectin 1 (Gall) has stood out for its protective properties in models of
neurodegenerative diseases and brain injury, largely due to its immunomodulatory qualities.

The aim of this Thesis was to study the structural and functional alterations of the cerebral
microvasculature of the hippocampus -a brain structure involved in AD- and to evaluate the therapeutic
potential of Gall in experimental models. For this purpose, transgenic mice of the PDAPPJ20 strain,
which models familial AD, were treated with recombinant Gall at 12 months, the symptomatic stage of
the pathology. It was demonstrated that this treatment was able to restore the cognitive performance of
transgenic mice, assessed by behavioral tests of hippocampal-associated spatial memory, and to
decrease both amyloid deposits in the brain parenchyma and vascular deposits, the most prominent
histopathological hallmarks of AD in the experimental model used. On the other hand, Gall, in the
hippocampus of transgenic mice, was able to restore the integrity of the blood-brain barrier, evidenced
by an Evans Blue permeability assay, and recover key interactions between astrocytes and endothelium
in the neurovascular unit by promoting the restoration of physical contacts and perivascular localization
of the astrocytic water channel protein AQP4. On the other hand, the presence of endogenous Gall
was observed on the hippocampal vasculature in transgenic mice.

In turn, the direct protective effect of Gall on human cerebral microvasculature endothelial cells
exposed to AR 1-40 in vitro was evaluated. Recovery of endothelial monolayer integrity after Gall
treatment was determined, as assessed by monitoring transendothelial electrical resistance, which

would be accompanied by a recovery of the tight junction protein occludin at cell-cell contacts. The



mechanisms of AB clearance could be found to be affected by alterations in cellular proteostasis, so the
reticular stress pathways PERK and IRE1a endoplasmic reticulum stress pathways were significantly
activated in endothelial cells exposed to AB, as were the protein levels of the BIP sensor and XBP1
factor, denoting the implication of this cellular response. In vivo, a decrease in the vascular localization
protein XBP1 was demonstrated. In addition, endothelial cells exposed to AB in the presence of Gall
showed inhibition of inflammatory mechanisms associated with the reticular stress response,
decreasing the expression of the NLRP3 inflammasome component and the activation of the
proinflammatory transcription factor NFkB. The phenotypic changes described in these cells did not
induce cell death, which was explored by MTT assay and expression of apoptosis inducer CHOP. These
results suggest that Gall rescues the induction of endoplasmic reticulum stress response in endothelial
cells exposed to amyloid peptides, promoting an anti-inflammatory effect. Furthermore, transcriptomic
analysis of mouse hippocampus corroborated the experimental results by demonstrating the recovery
of expression profiles of gene sets involved in neuronal function, immune response, vascular function,
proteostasis network and metabolic processes in Gall-treated transgenic animals.

These findings indicate that Gall positively impacts the most prominent alterations in experimental AD
and, in turn, confers protection on the hippocampal microvasculature. The results obtained in this Thesis
are original and provide novel insights into the role of Gall in experimental Alzheimer's disease. Gall
emerges as a promising therapeutic role for this pathology and dementia, envisioning a path towards

improving the quality of life of patients affected by this devastating neurodegenerative condition.

Keywords: Alzheimer’s disease — Neurovascular Unit — Galectin-1 — Microvasculature — Neurodegeneration.
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Introduccion



Breve historia de las enfermedades

neuropsicoldgicas

Etimologia de demencia

La palabra "demencia" aparecid por primera vez en la historia de la humanidad hacia el afio
600 d.C. El arzobispo de Sevilla, San Isidoro (560-636 d.C.), utilizé el término "demencia" por
primera vez en su libro "Etimologias”. El término tiene su origen en el latin, y esta formado
por el prefijo "de", que significa privacion o pérdida; la raiz "ment", que significa mente; y el
sufijo "ia", que indica un estado. En resumen, demencia se refiere a "un estado de ausencia

de la mente" (H. D. Yang et al. 2016).

Resumen historico del estudio de enfermedades neurodegenerativas

En la antigua Grecia y Roma, se desarrollaron algunas teorias sobre el funcionamiento del
cerebro y la mente. Hipécrates (460 - 370 a. C.) reconocio la importancia del cerebro como el
centro de las funciones cognitivas y el comportamiento humano, y es por ello que asociaba a
las injurias cerebrales con desérdenes cognitivos. Marcus Tullio Cicero (106 - 43 a. C.)
defendié la existencia de distintos procesos de envejecimiento, donde no siempre participaba
la pérdida total de habilidades cognitivas (Cicero 150d. C.; Henderson 1923). Sin embargo,
estas concepciones se vieron truncadas durante la Edad Media (496-1453), que se
caracterizo por un periodo de incomprension en el que las enfermedades mentales, incluida
la demencia, solian considerarse castigos divinos o0 posesiones demoniacas. Como
consecuencia, las referencias a la demencia como una enfermedad con causas biolégicas,
principalmente asociadas a la edad, resurgieron en la Edad Moderna.

El médico inglés T. Willis (1621-1675) fue el primero en acufiar el término “neurologia” e hizo
fuertes contribuciones en el campo de la anatomia cerebral, incluyendo la descripcion de
nervios y de los sistemas vasculares del cerebro, lo que senté las bases para la posterior
comprension de enfermedades neurologicas. La comprension de las enfermedades
neuropsicoldgicas y neurodegenerativas experimentd un cambio significativo en el siglo XIX

cuando los médicos alienistas, especializados en el estudio de enfermedades mentales,


https://www.zotero.org/google-docs/?DsOLeo
https://www.zotero.org/google-docs/?ogXenI

comenzaron a utilizar un enfoque que consideraba tanto los aspectos anatdmicos como los
clinicos. Philippe Pinel (1745-1826) fue un médico francés que implementé las
conversaciones terapéuticas, siendo pionero en el tratamiento de los trastornos mentales. La
demencia como diagnostico, se emple6é como un término médico por Pinel en 1797, haciendo
referencia a la pérdida de facultades mentales como consecuencia de enfermedades
cerebrales (Roméan 2003). Desde la segunda mitad del siglo XIX y principios del siglo XX,
investigadores como Santiago Ramén y Cajal, Camillo Golgi y Paul Broca realizaron estudios
detallados sobre la estructura, la histologia y la funcion del sistema nervioso. Se comenzaron
a identificar y clasificar diversos trastornos neuropsiquiatricos, como la epilepsia, la esclerosis
multiple, la esquizofrenia y el trastorno bipolar (Compston y Coles 2002; H. D. Yang et al.
2016). Estos avances se complementaron con observaciones clinicas de pacientes con
sintomas de demencia, incluida la pérdida de memoria, desorientacién, alteraciones del
lenguaje y cambios en la personalidad, proporcionando descripciones detalladas de los
sintomas y el curso de la enfermedad. Ademas, hubo investigaciones neuropatolégicas que
observaron cambios en el cerebro de pacientes con demencia, realizadas por médicos como
Franz Nissl y Oskar Fischer, quienes describieron alteraciones en la estructura y la
composicion celular del cerebro de personas con demencia (DeTure y Dickson 2019).

En 1894, los médicos Otto Binswanger y Alois Alzheimer fundaron la vision moderna de la
demencia al distinguir y clasificar dos tipos distintos, la demencia vascular y la demencia
debida a neurosifilis. Estos médicos describieron por primera vez las evidencias
clinicopatolégicas y diversas alteraciones de cada una, entre las que se encuentran
accidentes cerebrovasculares, presencia de placas ateroscler6ticas, atrofia cortical vascular
y encefalopatia subcortical (Roman 2003).

Alois Alzheimer fue un médico psiquiatra y neuropatélogo aleman que se especializ6 en el
estudio de la demencia y las alteraciones cerebrales asociadas. Mientras Alzheimer trabajaba
en el Hospital Mental de Frankfurt en 1901, Auguste Deter, de tan sélo 51 afios, fue ingresada
por presentar sintomas como el deterioro de la memoria, mania, insomnio y agitacion que le
impedian trabajar y llevar a cabo tareas diarias. Este cuadro fue diagnosticado por Alzheimer
como "demencia presenil". Durante dos afios, Alzheimer fue el médico de Auguste, periodo
en el que registré6 mdaltiples evaluaciones. Para realizar un seguimiento continuo de la

paciente, Alzheimer indicé que Auguste permaneciera en el hospital. La paciente murio 4
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afos después a la edad de 56 afios y, como habian acordado previamente, Alzheimer dispuso
del consentimiento para estudiar el cerebro y el historial médico de Auguste (H. D. Yang et al.
2016).

En 1906, Alzheimer presentd su trabajo durante la 372 reunidn de psiquiatras del suroeste
aleméan en Tibingen, Alemania, que titul6 "Una enfermedad seria caracteristica del cortex
cerebral" (cabe aclarar que la zona del hipocampo no fue analizada en esta paciente) (Alois
Alzheimer 1906). Alli proporciond la descripcion clinicopatolégica de la enfermedad de
Auguste. Segun Alzheimer, la paciente se encontraba en un estado de desorientacion
espacial y temporal, respecto al afio, de donde provenia, y habia llegado a responder incluso
haber nacido el afio anterior. Por lo general, Auguste estaba ansiosa y reacia a cooperar con
el personal de la clinica. La paciente no podia terminar sus oraciones o responder preguntas
con coherencia, y también presentaba dificultades para leer y escribir (Dahm 2006). En su
informe detall6 que, a nivel macroscoépico, el cerebro mostraba una atrofia generalizada.
Sobre los cortes histologicos, empleando el método de tincién de plata de Bielschowsky,
Alzheimer observd neuronas degeneradas con haces de fibrillas (lo que hoy se conoce como
ovillos neurofibrilares) y focos miliares de depdsitos dispersos por la corteza (actualmente
conocidas como placas amiloides). Estos focos miliares (o0 placas), segin explico, se
localizaban en el espacio extracelular y podian encontrarse en toda la corteza cerebral, con
mayor densidad en las capas superiores, pudiéndose distinguir incluso sin tinciéon alguna.
Considerando la edad de la paciente, los hallazgos de Alzheimer eran excepcionales (Alois
Alzheimer 1906).

En los afos subsiguientes, se comunicaron nuevos casos similares. En 1910, el psiquiatra
Emil Kraepelin (superior de Alois Alzheimer) emple6 el término "enfermedad de Alzheimer"
para distinguir la forma presenil de demencia de la variante senil mas frecuente (Kraepelin
1915).

En 1911, publicé un trabajo con la descripcion de los sintomas y analisis histopatolégico de
Johan F, su segundo paciente con la patologia, donde describié un deterioro de “profunda
deficiencia mental” (A. Alzheimer 1911). Ademas, menciono el deterioro del reconocimiento,
la comprension y la expresion del lenguaje. Nuevamente, el médico y cientifico describio los
cambios en el cerebro post mortem de este paciente anteriormente observados en Auguste

Deter. La Figura 1 muestra ilustraciones de Alzheimer donde describi6 las placas seniles y


https://www.zotero.org/google-docs/?brz7Gz
https://www.zotero.org/google-docs/?brz7Gz
https://www.zotero.org/google-docs/?Z7j4AK
https://www.zotero.org/google-docs/?Z7j4AK
https://www.zotero.org/google-docs/?zHG8Br
https://www.zotero.org/google-docs/?qXxIGD
https://www.zotero.org/google-docs/?qXxIGD
https://www.zotero.org/google-docs/?uLsGop
https://www.zotero.org/google-docs/?uLsGop
https://www.zotero.org/google-docs/?dUDt5J

los ovillos neurofibrilares como eran observados en el cerebro de sus pacientes (A) y distintos
tipos de ovillos encontrados (B). En dicho trabajo, Alzheimer también discutio la distincion
entre demencia senil y demencia presenil (en ese momento, la enfermedad de Alzheimer
parecia comprender sélo esta ultima). Alli menciona: “(...) se plantea la cuestion de si los
casos que consideré peculiares son lo suficientemente diferentes clinica o histolégicamente
como para distinguirlos de la demencia senil o si deben incluirse bajo esa rubrica.” Sin
embargo, la demencia senil y presenil continuaron siendo consideradas como trastornos
distintos hasta aproximadamente la década de 1970: hoy en dia, los estudios
clinicopatoldgicos han aclarado que la enfermedad de Alzheimer y la demencia senil a la que

Alzheimer hacia referencia en este trabajo, son parte del mismo espectro de enfermedad.

Figura 1. llustraciones de Alzheimer que muestran ovillos neurofibrilares y placas amiloides. A) llustracién de
placas y ovillos neurofibrilares. gaz, célula ganglionar (neurona); glz, célula glial, P, parte central de la placa; P2,
parte periférica de la placa. B) Distintos tipos de ovillos neurofibrilares reconocidos por Alzheimer. Las imagenes
se incluyeron en el articulo de Alois Alzheimer de 1911 en el que se describian los casos de Auguste D. y Johan

F. Extraidas de Dahm R. “Alzheimer's discovery”. Curr Biol. 2006
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Enfermedad de Alzheimer

En la actualidad, la enfermedad de Alzheimer (EA) constituye uno de los mayores desafios
de la salud publica, con una prevalencia en constante aumento y un gran impacto social y
economico en todo el mundo. A pesar de décadas de investigacion, esta enfermedad
neurodegenerativa no tiene cura, remarcando la necesidad de dilucidar los intrincados
procesos detras de esta patologia.

La EA se caracteriza por un declive cognitivo severo y fallas de memorias progresivas, lo que
conduce a la pérdida de funciones y de la autonomia de los pacientes y, en Ultima instancia,
a la muerte. La EA afecta las funciones cerebrales generando sintomas como confusién,
desorientacién e inhabilidad para generar nuevas memorias y, eventualmente, esto impacta
en la capacidad de realizar tareas diarias con normalidad. Se estima que méas de 40 millones
de personas en todo el mundo padecen demencia, lo que aumenta con la expectativa de vida
de la poblacion. La EA es responsable de un 60-80% de los casos de demencia. La segunda
forma mas prevalente es la demencia vascular, es decir, aquella cuyos pacientes presentan
dafios en el tejido cerebral asociado a la disfuncién de la microvasculatura y pérdida cognitiva
como consecuencia de ello. Esta Ultima, representa entre 15-25% de los casos de demencia
(Kurt A. Jellinger 2008; W. Liu et al. 2015; “2023 Alzheimer’'s Disease Facts and Figures”
2023). La EA no sélo afecta a los pacientes que la padecen, sino también a sus familias, sus
cuidadores y los sistemas de salud, y genera una alta carga econémica que aumenta con la
prevalencia de la enfermedad. Por lo tanto, se evidencia la imperativa necesidad de
tratamientos efectivos, ya sean monoterapias 0 terapias combinadas que detengan la
evolucion de la EA actuando sobre los distintos procesos biolégicos subyacentes e incluso
recuperen cierta capacidad de aquellos pacientes en estadios avanzados de la enfermedad.
En cuanto a su epidemiologia genética, la EA suele clasificarse en funcion de la edad de
presentacion de los sintomas clinicos. La mayoria (>90%) de los pacientes diagnosticados
con la patologia tienen una edad superior a los 65 afios, lo que se denomina EA de inicio
tardio o EA esporadica. La EA de inicio tardio tiene una etiologia multifactorial, no
completamente dilucidada, relacionada con mdltiples variables genéticas, sociales, de estilo
de vida y otras, que se desarrollardn en la seccién Factores de Riesgo.

En el resto de los casos, la EA se presenta normalmente a finales de los 40 o principios de

los 50 afios (la denominada EA de inicio temprano o EA familiar). Esta Ultima categoria se
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debe a la portacién de mutaciones en la proteina precursora amiloide (APP) o en las enzimas

involucradas en su procesamiento, y se discutira en la siguiente seccion.

Marcas histopatolégicas

Los cortes de los cerebros de las personas con EA presentan caracteristicas
neuropatoldgicas en el parénquima cerebral, como placas extracelulares compuestas por
fibrillas del péptido B-amiloide (AB), la presencia de ovillos fibrilares intraneuronales
compuestos por tau hiperfosforilada y, en la mayoria de los casos, angiopatia amiloide
cerebral (depésitos de AB de localizacion vascular) (Figura 2A). El progreso de la enfermedad
se caracteriza por una neurodegeneracion implicando pérdida neuronal y sinaptica (Figura
2B), y se acompafa de otras alteraciones como la gliosis reactiva y el aumento de
permeabilidad de la barrera hematoencefalica (BHE; Figura 2C). Esto Ultimo se ha observado
como infiltraciones de componentes sanguineos tanto al cerebro como al liquido
cefalorraquideo (LCR) en distintas regiones cerebrales, incluyendo el hipocampo (Kurz et al.
2022; Sweeney, Sagare, y Zlokovic 2018; van de Haar et al. 2016; Bowman, Kaye, y Quinn
2012).

Los péptidos AR provienen del procesamiento proteolitico de la proteina transmembrana APP,
compuesta por 770 aminoacidos, que se expresa mayoritariamente en neuronas y se localiza
preferentemente en la membrana plasmética del axén. La secuencia de APP se encuentra
altamente conservada, especialmente en sus dominios extracelulares, sugiriendo una
conservacion de su funcién a lo largo de diversas especies incluyendo Caenorhabditis
elegans, Drosophila y ratones (Cho et al. 2022). La funcién fisiolégica de la APP se ha
vinculado con un correcto desarrollo, plasticidad y sobrevida neuronales, neurogénesis,
memoria y mantenimiento sinaptico a partir de la investigacion de modelos animales knock
out para dicho gen. No obstante, la funcion de la APP todavia se encuentra en
cuestionamiento y muestra diferencias segun la isoforma de estudio (van der Kant y Goldstein

2015; Mller, Deller, y Korte 2017).

21


https://www.zotero.org/google-docs/?ATS4VK
https://www.zotero.org/google-docs/?ATS4VK
https://www.zotero.org/google-docs/?ATS4VK
https://www.zotero.org/google-docs/?KQZQCb
https://www.zotero.org/google-docs/?WUIAuI
https://www.zotero.org/google-docs/?WUIAuI

Marcas histopatologicas
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Figura 2. Eventos histopatoldgicos de la EA. A) Las regiones cerebrales afectadas por la patologia presentan en
el parénquima cerebral placas extracelulares conformadas principalmente por el péptido AB1-42, ovillos
neurofibrilares por agregacion citoplasmatica de la proteina tau hiperfosforilada. B) La EA se caracteriza por una
marcada pérdida neuronal. C) La disrupcién de la BHE y la gliosis reactiva son caracteristicas que acompafan el

progreso de la patologia. Imagen creada con Biorender.

La APP es una proteina transmembrana que es sustrato de distintas enzimas secretasas que
implican dos caminos alternativos que coexisten, y pueden ser preponderantes en alguna
condicion: la via no-amiloidogénica y la amiloidogénica. Esta ultima es la que genera al
péptido AR como producto final. Como se muestra en la Figura 3, ambos procesamientos
ocurren sobre APP cuando se encuentra alojada en la membrana plasmatica. En la via
amiloidogénica, esquematizada a la derecha de la Figura 3, primero actla la B-secretasa,
liberando un péptido del dominio N-terminal hacia el espacio extracelular sAPP.
Posteriormente, el péptido es sustrato de la y-secretasa generando fragmentos que pueden
tener entre 30 y 51 aminoacidos de longitud, denominados péptidos AR, como se observa en
la Figura 3. En la membrana, queda el péptido de C-terminal, el cual se denomina C99, de
dicha longitud de aminoacidos. Sin embargo, las formas predominantes, compuestas por 40

0 42 aminoacidos, son conocidas como AR 1-40 y AB 1-42, respectivamente (Olsson et al.
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2014). Todas las variantes de los péptidos AB presentan un dominio de agregacion priodnica
gue facilita su interaccion con otros péptidos AR, lo que genera oligdmeros de peso molecular
cada vez mayor, eventualmente conformando las placas amiloides que se depositan en el
parénquima cerebral. En la via no amiloidogénica actlia primero la enzima a-secretasa, que
reconoce un sitio de clivaje que evita la formacion de C99, dando en su lugar al péptido mas
corto p3, de 3 aminoacidos. Esto causa que el clivaje subsecuente mediado por y-secretasa

no genere el péptido AP de alta toxicidad.

Via no amiloidogénica Via amiloidogénica
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Figura 3. Procesamiento enzimatico de APP. APP puede ser reconocida como sustrato para el clivaje proteolitico
por diferentes enzimas. Al ser sustrato de la B-secretasa, APP ingresa a la via amiloidogénica, de la cual se
generan los intermediarios SAPPS y el fragmento de membrana C99. Este Ultimo es sustrato de la y-secretasa y
da como productos el AICD y los péptidos AB. Estos péptidos AB pueden tener mayormente 40 o0 42 aminoacidos
de longitud segun cual sea la unién peptidica hidrolizada por la y-secretasa. El APP puede también ser sustrato
de la a-secretasa, por lo que ingresa a la via no amiloidogénica, que no genera péptidos AB. Imagen creada con

Biorender.

Las isoformas mayoritarias, AB 1-40 y AB 1-42, difieren en dos residuos adicionales isoleucina
y alanina en el extremo C-terminal de AR 1-42, que le confieren a este Ultimo mayor capacidad
de agregacion por su hidrofobicidad. Esto hace que sea el componente mas representado en
los depdsitos del parénquima cerebral. De todos modos, se ha demostrado que ambos
péptidos en concentraciones suprafisiolégicas evolucionan rapidamente a una forma
oligomérica (Olsson et al. 2014; Morel et al. 2018; Cho et al. 2022). Los oligémeros contintan

agregandose hacia la formacion de protofibrillas de conformacion dindmica, y luego, fibrillas
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estables de estructura mayoritaria de hoja B plegada, denominado “amiloide”. Los depésitos
amiloides atraen a diversas proteinas y iones metélicos que quedan retenidos formando parte
de estos (Abelein 2023).

En caso de encontrarse en concentraciones por encima de los niveles fisiologicos, el AR
induce un aumento del estrés oxidativo de las células y cambios epigenéticos que desregulan
los procesos de transcripcion (Karisetty et al. 2020). En el intersticio extracelular, el AR puede
intervenir en la comunicacion sinaptica entre neuronas, inducir procesos inflamatorios y
oxidativos tanto en neuronas como en otras células del sistema nervioso central (SNC),
alterando procesos de sefializacion celular y llevando a la neurodegeneracion (Tang et al.
2018).

Tau es una proteina que se encuentra principalmente presente en neuronas formando parte
del citoesqueleto de actina e involucrada en la estabilizacion de microtdbulos, el
mantenimiento axonal y el transporte intracelular. Sin embargo, en la EA, tau experimenta
una hiperfosforilacién patoldgica, que lleva a un mal plegamiento y agregacion. Este proceso
conduce a la formacion de ovillos neurofibrilares de localizacion intraneuronal, constituidos
por depdsitos insolubles en el citoplasma neuronal. Los ovillos neurdfibrilares de tau son
considerados un marcador patolégico clave en la EA y su acumulaciéon se correlaciona
estrechamente con la progresion de la enfermedad y la pérdida de la funcién cognitiva (Braak
y Braak 1991). Existe una serie de mecanismos implicados en la patogénesis de la EA
relacionados con la proteina tau, incluida la propagacion de tau patolégica a través del
cerebro, la disrupcion de la homeostasis del calcio, la activacién de procesos inflamatorios
gliales y la interaccién con otras proteinas patogénicas como AP (Laurent, Buée, y Blum
2018). Dentro de las neuronas, los ovillos de tau bloquean el transporte de nutrientes y
moléculas impactando en la funcion y la sobrevida neuronal. Ademas, se ha sugerido que la
tau hiperfosforilada puede contribuir a la neurodegeneracion al interferir con multiples
procesos celulares, como el transporte axonal, la regulacion del citoesqueleto y la funcion
sinaptica (Kfoury et al. 2012; Laurent, Buée, y Blum 2018).

En cuanto al orden cronolégico de aparicion de estas marcas histopatologicas, un
seguimiento de pacientes con EA de inicio temprano encontré que los niveles de tau y tau
fosforilado en LCR comenzaron a aumentar al momento de la deteccion de placas amiloides

formadas. Dicho trabajo también estimé que los aumentos de tau pueden comenzar décadas
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antes de evidenciarse la presencia de ovillos neurofibrilares (Barthélemy et al. 2020). Sin
embargo, aln es necesaria evidencia adicional para conocer la causa que subyace a estas
alteraciones y su posible interrelacion.

El cerebro de pacientes suele presentar atrofia en las zonas de la corteza relacionadas con
el aprendizaje asociativo y en el I6bulo temporal (incluyendo el sistema limbico, giro
parahipocampal, el giro dentado, entre ellos). Tipicamente, la zona temporal media
(especialmente la amigdala y el hipocampo) presentan disminucion de su volumen en la EA.
Las cortezas frontal y temporal, por lo general, presentan atrofia de los giros, mientras que
las cortezas motora primaria y somatosensorial no suelen verse afectadas.

En la EA, los depoésitos amiloides y los ovillos neurofibrilares se forman segin un patron
estereotipado durante el desarrollo de la patologia, lo que llevé a la divisién en etapas de la
progresion de la enfermedad. Heiko y Eva Braak propusieron un esquema de tres etapas
segun las zonas afectadas por la patologia amiloide. En la etapa A, los I6bulos frontales y
temporales basales se ven afectados, mientras que la etapa B se asocia a la extension de la
presencia de placas amiloides al neocértex de asociacién y al hipocampo. Finalmente, la
etapa C se determina por la presencia de la patologia en las cortezas primarias, los nucleos
subcorticales y el cerebelo (Braak y Braak 1997).

Los mismos autores también propusieron una division de la EA en etapas segun la extension
de las zonas afectadas por ovillos neurofibrilares. El estadio | de Braak se asocia con la
presencia de ovillos en la corteza transentorrinal y, ocasionalmente, en la subregién CA1 del
hipocampo. La descripcion de la progresion continla hasta el estadio V, donde ya se
encuentran afectadas varias capas de la corteza entorrinal, el hipocampo propiamente dicho,
el talamo, el subiculo del hipocampo, el prosencéfalo, y se observan también en la amigdala
y el nicleo accumbens (Goutagny et al. 2013; Kuhn, Toda, y Gage 2018). La presencia de
componentes neuronales en las placas amiloides, como axones y dendritas degeneradas,
correlaciona con el estado de pérdida cognitiva. Ademas de las clasicas placas
parenquiméaticas, se ha descrito que al menos el 80% de los pacientes con EA presenta
depositos vasculares, lo que se conoce como angiopatia cerebral amiloide (Arvanitakis et al.
2011; Parodi-Rullan, Sone, y Fossati 2019). Los depdsitos vasculares de AR muestran efectos
toxicos sobre la vasculatura, contribuyendo a la desregulacién del tono, induciendo la

inflamacién vascular y debilitando la BHE (Parodi-Rullan et al. 2020; Gireud-Goss et al. 2021),
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promoviendo la patologia vascular y exacerbando la neurodegeneracion. Ademas, la EA se
presenta en un marcado contexto inflamatorio. Investigaciones recientes han puesto el foco
en las células gliales en la EA, reflejando el creciente interés en su funcién fisiopatoldgica en
el cerebro. Mas adelante, se describe en detalle el rol de estas células gliales y su contribucion

en un contexto neuroinflamatorio.

Evolucion del Diagnoéstico de la Enfermedad de Alzheimer

Desde 1906 hasta 1950-1970, el diagnéstico de la EA se limitaba a individuos menores de 65
afios con demencia para quienes no se identificaban otras causas conocidas para la
deficiencia cognitiva y de memoria, por ejemplo, que no hayan contraido sifilis, sufrido
accidentes cerebrovasculares o traumatismo craneal. Por otro lado, aquellas personas
mayores de 65 afios que no presentaran antecedentes de haber sufrido algun accidente o
patologia que origine la demencia como las previamente mencionadas, eran diagnosticadas
con demencia senil, concebida entonces como de origen vascular (Reitz, Brayne, y Mayeux
2011).

En los afios posteriores, la creciente evidencia obtenida del estudio de pacientes post mortem
con demencia demostrd que la EA de aparicion tardia era patolégicamente indistinguible de
la forma de aparicién temprana de esta enfermedad. En consecuencia, se suprimié el criterio
de edad para la EA y, en gran medida, se abandoné la explicacion vascular de la demencia
asociada a la edad.

Desde 1980 hasta la actualidad, la evidencia ha demostrado un fuerte componente vascular
en la EA de inicio tardio y, nuevamente, la comunidad cientifico-médica reconoce el relevante
vinculo de las alteraciones vasculares con el progreso de la EA (Govindpani et al. 2019). Las
causas de la degeneracion cognitiva y fisica son mas complejas de lo que se pensaba
anteriormente: cambios patolégicos, como alteraciones cerebrovasculares e inflamacion,
podrian preceder o coexistir con los clasicos marcadores de la EA (lturria-Medina et al. 2016).
En las Gltimas décadas, esto ha llevado a reconsiderar los criterios diagnésticos y a reconocer
la importancia de utilizar biomarcadores para aumentar la especificidad de diagnostico de la

EA.
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Deteccién y tratamiento

El Instituto Nacional sobre la Enfermedad de Alzheimer y el Envejecimiento (Estados Unidos)
ha establecido una serie de pautas para el diagnéstico de la EA (Hyman et al. 2012). En
primer lugar, se distinguen dos categorias entre las personas que presentan demencia y
aguellas con deterioro cognitivo moderado, ambas causadas por la EA.

Para el diagndstico de demencia, el o la paciente debe mostrar menor capacidad para realizar
tareas diarias o trabajo, presentar un declive de funciones cognitivas previas y motoras, y que
aquellos cambios no puedan ser explicados por una condicion psiquiatrica.

Las demencias por causa de EA presentan un deterioro progresivo y un momento claro de
comienzo de sintomas graves y por lo general, estas personas presentan incapacidad de
incorporar nuevos conocimientos. Una determinacion mas certera de la EA requiere un
diagnostico biolégico del proceso patofisiolégico subyacente mediante el analisis de
neuroimagenes y medicion de biomarcadores como el beta-amiloide 1-42 (AR 1-42), tau total
(tTau) y tau fosforilado (pTau) en el LCR. El biomarcador mas prominente resulta AR 1-42 y
puede ser cuantificado en el cerebro mediante la inyeccibn de un marcador de baja
radiactividad que es afin al péptido y su posterior escaneo en tomografia de emisién de
positrones (PET). Otros biomarcadores ampliamente usados también son: una disminucion
de la incorporacién de glucosa en la corteza temporal-parietal medida también por PET, y
atrofia cerebral observada por resonancia magnética (McKhann etal. 2011). Si la o el
paciente presenta dicha evidencia patofisiolégica, en conjunto con el analisis
neuropsicologico, se determina una demencia a causa de la EA (McKhann et al. 2011). En el
caso de que la persona muestre cierto compromiso cognitivo pero que mantenga su
capacidad de realizar tareas de manera independiente, acompafado por un resultado positivo
de los biomarcadores, el diagnéstico mas probable es deterioro cognitivo moderado a causa
de la EA (Albert etal. 2011). Es importante resaltar que muchos pacientes presentan
demencia o deterioro cognitivo por causas mixtas. Especialmente, puede presentarse
concomitantemente con enfermedad cerebrovascular, evidenciada por eventos previos de
accidentes cerebrovasculares o ser diagnosticada mediante neuroimagenes por la presencia
de dafios en la sustancia blanca o infartos lacunares (W. Liu et al. 2015).

Hasta el momento, la Administracion de drogas y alimentos de los Estados Unidos (FDA) ha

aprobado siete tratamientos farmacolédgicos para el tratamiento de la EA. Cinco de ellos,
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donepezil, rivastigmina, galantamina, memantina y memantina combinada con donepezil,
sblo apuntan a disminuir temporalmente los sintomas modificando los niveles de
neurotransmision en el cerebro, sin alterar el curso de la enfermedad (“2023 Alzheimer’s
Disease Facts and Figures” 2023). Los primeros tres farmacos se encuentran dirigidos a
aumentar los niveles de transmision colinérgica, y el otro, memantina, tiene como efecto
inhibir los receptores glutamatérgicos NMDA. Estos medicamentos tienen como objetivo
contrarrestar las alteraciones sinapticas caracteristicas de la EA, pero no impiden la continua
muerte neuronal ni modifican el curso de la enfermedad.

Las dos restantes, aducanumab y lecanemab, son inmunoterapias en fase Ill de estudios
clinicos que emplean anticuerpos monoclonales anti-AB. La hipétesis de funcionamiento es
gue estos anticuerpos atraviesan la BHE e inician respuestas inmunes en el SNC,
neutralizando agregados amiloides y facilitando la eliminacion del péptido (Sevigny et al.
2016; van Dyck et al. 2023). Sin embargo, solo se aprobd su uso en pacientes con deterioro
cognitivo moderado sin evidencia patofisiologica de depdsitos de AR, que debe ser
determinado por neuroimagenes o niveles en LCR. A su vez, el uso de anticuerpos anti-AB
se asocid a efectos secundarios como cefaleas e inflamacion cerebral, e incluso efectos
secundarios severos, que se han denominado “anormalidades en imagenes relacionadas al
amiloide”, o ARIA por sus siglas en inglés amyloid related imaging abnormalities (Sperling
et al. 2011). Las ARIA fueron detectadas en los ensayos preclinicos y clinicos de estas dos
inmunoterapias a través de la visualizacién de la aparicién de edemas y microhemorragias en
imagenes de resonancia magnética. Estos efectos secundarios han sido vinculados al dafio
vascular y a la presencia de depdsitos amiloides vasculares (Sevigny etal. 2016).
Recientemente, Taylor y colaboradores han descrito en distintos modelos murinos de la EA
con patologia vascular amiloide, que la inmunoterapia contra AR genera un aumento de la
permeabilidad vascular, la presencia de microhemorragias y el extravasado de plasma al
compartimiento cerebral (Taylor et al. 2023). El anticuerpo utilizado fue 3D6, cuyo equivalente
en humanos, bapineuzumab, logré reducir niveles de AB en pacientes, pero el ensayo clinico
fue detenido en fase Il por insuficiente mejora cognitiva de los pacientes que recibieron esta
terapia, por lo que mas evidencia es necesaria para determinar la causa de los efectos
secundarios de las distintas inmunoterapias. También pueden recomendarse intervenciones

no farmacolégicas para mantener o incluso mejorar la funciébn cognitiva y condicion
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psicologica de la o el paciente, como la reduccion de sintomas de depresion, agresion o
apatia. Estos tratamientos incluyen la actividad fisica, ejercicios de memoria y orientacion,
musico- o arteterapia. Resulta relevante notar que muchas de estas intervenciones tienden a
mejorar la funcidon vascular, como la actividad fisica, una dieta saludable e incluso

medicamentos antihipertensivos y estatinas (Y. Wang et al. 2018; Shi et al. 2023)

Factores de Riesgo

La comprension de los factores de riesgo asociados con la EA es esencial para abordar su
etiologia multifactorial y las estrategias terapéuticas se beneficiarian de un conocimiento mas
profundo de los mismos. Estos multiples factores de riesgo pueden influir en la progresion de
la patologia y han sido clasificados en dos categorias principales: no modificables y

modificables.

Factores de Riesgo No Modificables:

La edad es el factor de riesgo mas significativo para el desarrollo de la EA. A medida que la
poblacion envejece, la prevalencia e incidencia de la enfermedad aumenta
exponencialmente, destacando la importancia de la edad como predictor clave. El incremento
mas notable se produce en la séptima y octava décadas de la vida (Reitz, Brayne, y Mayeux
2011). Ademas, se espera que la poblacién adulta mayor siga aumentando en relacién con
la poblacién de 64 afios 0 menos, contribuyendo a un incremento de los casos de EA (“2023
Alzheimer’s Disease Facts and Figures” 2023). Se anticipa que mas de 131 millones de
personas se veran afectadas en 2050 a medida que la poblacion envejezca, lo que causara
un impacto agobiante en la economia y los sistemas de salud (DeTure y Dickson 2019).

La edad de inicio de la enfermedad de Alzheimer puede variar, y se encuentra ligada al tipo
de EA: de inicio temprano o tardio, como ya se menciond. La EA de inicio temprano se asocia
a mutaciones autosémicas dominantes, haciendo a la enfermedad practicamente inevitable
para quienes portan dichas alteraciones genéticas.

La gran mayoria de los casos de EA (>90%) son de aparicion tardia, con una etiologia
multicausal y multiples factores de riesgo. Los estudios de asociacion del genoma completo

(GWAS) han identificado mas de 20 loci que confieren un mayor riesgo de desarrollar EA
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esporddica, incluidos genes implicados en la inmunidad innata, el metabolismo del colesterol
y la funcion de la membrana sindptica/neuronal, lo que sugiere una patogénesis heterogénea
(Cuyvers y Sleegers 2016; Drummond y Wisniewski 2017). El mayor riesgo lo aporta el gen
gue codifica para la apolipoproteina E (APOE) (DeTure y Dickson 2019). El gen ApoE se
encuentra en el cromosoma 19 y presenta tres alelos principales: €2, €3 y €4, para el cual
diversos estudios epidemioldgicos han establecido su asociacion significativa con el riesgo
de desarrollar esta patologia neurodegenerativa. Los individuos portadores de una sola copia
del polimorfismo del gen ApoE €4 tienen una posibilidad 3 veces mayor de desarrollar EA en
comparacion con los no portadores, este riesgo aumenta a 12 veces para personas que
portan dos copias (Lane, Hardy, y Schott 2018). La funcién principal de APOE es transportar
colesterol, aunque se ha descrito su rol en inmunomodulacién, regulacién de la proteostasis
y plasticidad sinaptica (Williams, Borchelt, y Chakrabarty 2020). APOE4 parece ser deficiente
en el transporte de lipidos, encontrdndose en forma hipolipidada y con menores niveles en
LCR en comparacién con otras isoformas (Hanson et al. 2013). A su vez, se observa que
APOEA4 se asocia a una mayor acumulacion de placas amiloides en el cerebro, especialmente
en la cercania a vasos, en las cuales se detecta su presencia (Hudry et al. 2013).

Otro gen que se ha asociado al riesgo de desarrollar EA esporadica es el receptor TREM2
(por Triggering Receptor Expressed on Myeloid cells 2), una proteina transmembrana
expresada principalmente en células de la microglia, macréfagos y células dendriticas. La
expresion de TREM2 en microglia esta vinculada a la respuesta a dafios celulares y a la
fagocitosis de residuos celulares y patdgenos. Variantes genéticas raras y mutaciones de
TREM2 estan asociadas con un mayor riesgo de desarrollar la EA (Korvatska et al. 2015), lo
gue se vincula con una menor capacidad microglial para realizar una fagocitosis eficiente y
participar en respuestas inmunolégicas (B. Kim et al. 2022).

Otros factores como antecedentes familiares y el sexo también se han vinculado al desarrollo
de la patologia. La EA es més frecuente en mujeres (Zhu, Montagne, y Zhao 2021). Sin
embargo, las observaciones de la incidencia de demencia entre hombres y mujeres de la
misma edad han sido dispares. Algunos de los estudios de incidencia de Alzheimer u otras
demencias en Estados Unidos no han encontrado diferencias significativas entre hombres y

mujeres de la misma franja etaria (Hebert et al. 2001; Zahodne et al. 2014), mientras que

estudios europeos han informado tanto una mayor incidencia entre las mujeres a edades mas
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avanzadas, como entre los hombres (Letenneur et al. 1999; Matthews et al. 2016). Por lo
tanto, las diferencias en el riesgo de demencia entre hombres y mujeres pueden depender,
en parte, de la edad y/o de la region geografica. Otros estudios han sugerido que las
diferencias de mayor incidencia en mujeres se deben a un "sesgo de supervivencia', ya que
los hombres mayores a 65 afios presentaban menor riesgo de demencia que las mujeres
debido a un perfil cardiovascular mas saludable. Esto se vincula a que las enfermedades
cardiovasculares son un alto factor de riesgo para la EA, y son la principal causa de muerte
entre hombres (Seshadri et al. 1997).

Por otro lado, las discrepancias pueden estar basadas en la biologia, como las diferencias
cromosomicas u hormonales (Gilsanz et al. 2019), o en cémo los factores sociales y culturales
son experimentados (diferencias de género), o una combinacién de ambos (Mielke et al.
2022). De todos modos, se requiere una comprension mas profunda de los mecanismos

subyacentes para explicar estas diferencias.

Factores de Riesgo Modificables:

La dieta, el ejercicio y la actividad mental, entre otros, desempefian un papel importante.
Habitos como el tabaquismo, la inactividad fisica y una dieta poco saludable se han
identificado como factores de riesgo modificables, siendo el blanco de terapias no
farmacoldgicas (Gregosa et al. 2019; Vinuesa et al. 2019; Shi et al. 2023).

A su vez, el nivel educativo alcanzado se vincula inversamente con la prevalencia de la
enfermedad (Wilson et al. 2019). Por otro lado, menos afios de educacion formal se asocian
con un estatus socioecondmico mas bajo (McDowell et al. 2007), que a su vez determina
diversos factores, lo que dificulta la comprensién de las causas subyacentes en la mayoria
de los casos.

Condiciones como la hipertension, la diabetes tipo 2, la aterosclerosis e hipercolesterolemia
han sido asociadas con un mayor riesgo de EA (Biessels y Reagan 2015; Arvanitakis et al.
2016; Lennon et al. 2019; Presa et al. 2020). Otras afecciones de la vasculatura, en particular
de la vasculatura cerebral, como la presencia de dafios y remodelaciones vasculares como
infartos lacunares, dafios en la sustancia blanca, entre otras, se asocian a un mayor riesgo
de desarrollar la EA. En particular, se ha observado que el nimero de eventos

microhemorragicos en pacientes se correlaciona positivamente con el deterioro cognitivo,
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especialmente en asociacion con niveles alterados de AB 1-42 en LCR (Goos et al. 2009; Wu
et al. 2014). Ademas, las microhemorragias se presentan en concomitancia con sefales de
dafio vascular, lo que podria deberse a la presencia de amiloide vascular (Vazquez-Justes
et al. 2022).

Se estimo que el 50% de los pacientes con EA presentan dafio vascular, lo que aumenta con
la edad de diagnéstico (Gireud-Goss et al. 2021). A su vez, la evidencia sugiere que la
mayoria (>80%) de los pacientes con demencia relacionada a la edad presentan tanto las
caracteristicas clasicas de la EA como patologia cerebrovascular (K. A. Jellinger 2002; Attems

y Jellinger 2014).

Modelos animales para el estudio de la EA

Los modelos animales transgénicos suelen recapitular aspectos clave de la enfermedad
familiar en humanos y han aportado a la generacién de conocimiento esencial para investigar
la EA. Esta relevancia clinica, junto con la estabilidad genética y la disponibilidad de
herramientas y recursos, permiten estudiar los mecanismos de la enfermedad y desarrollar
nuevas terapias.

El sitio de corte en la secuencia de APP para generar AB se encuentra presente sélo en la
secuencia aminoacidica correspondiente al humano y no en homélogos de otras especies
(O’Brien y Wong 2011). Para replicar la patologia de la EA familiar, los modelos
experimentales consisten en su mayoria en animales transgénicos que expresan los genes
humanos de APP, presenilina-1 y/o presenilina-2 mutados. Sin embargo, es importante
destacar que estos modelos a menudo carecen de la presencia generalizada de otras
caracteristicas patolégicas que definen a la EA, como el desarrollo de ovillos neurofibrilares
y, en ciertos modelos, la pérdida neuronal.

El ratén (Mus musculus) es la especie mas utilizada en este tipo de modelos por su facilidad
de cria y manipulacion genética. Otras especies de vertebrados que se han utilizado en la
modelizacion de la EA son la rata (Rattus norvegicus), la lamprea marina (Petromyzon
marinus) y el pez cebra (Danio rerio); entre las especies de invertebrados utilizadas en este
tipo de modelizaciébn se encuentran la mosca de la fruta (Drosophila melanogaster) y el

gusano redondo (Caenorhabditis elegans). Sin embargo, dada la mayor distancia de estos
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modelos respecto a la fisiologia humana, su uso estd menos extendido (Sharma, Khurana, y
Muthuraman 2017; Z.-Y. Chen y Zhang 2022). Por otro lado, la forma esporadica de la EA no
cuenta aun con un modelo animal que haya logrado recapitular las marcas histopatolégicas
de la enfermedad. En los trabajos previos a los ensayos clinicos, también se han adoptado
primates no humanos (como Macaca mulatta) para modelizar la EA; sin embargo, aunque
sus cerebros envejecidos presentan amiloidosis cerebral, la tauopatia es practicamente
inexistente en estos animales (Heuer et al. 2012).

En 1995, se describi6é por primera vez un modelo amiloidogénico que desarrollaba placas de
AB (Games et al. 1995). El llamado raton PDAPP se gener6 expresando la mutacion familiar
de APP V717F (Indiana) bajo el promotor del factor de crecimiento-f3 derivado de plaquetas
dirigido por neuronas (PDGFB). Otro de los primeros modelos desarrollados portaba la
mutacion de origen sueco de APP (APPswe) K670N/M671L, cominmente estudiada, se
expresO en el modelo de raton APP23 bajo el control del promotor murino Thy130 (G6tz,
Bodea, y Goedert 2018). Luego, surgieron modelos de raton con mas de un transgen mutado,
como el APP/PS1 que porta la mutacion APPswe y el gen de presenilina-1 con la delecion
del ex6n 9. La cepa 5 x FAD es un modelo muy agresivo, combina la mutacién APPswe con
las mutaciones Florida (1716V) y London (V7171) de APP, asi como las mutaciones M146L y
L286V de PSENL1 (Scearce-Levie, Sanchez, y Lewcock 2020). Nuevas tecnologias de edicion
genética, como CRISPR, han permitido la expansion de modelos de EA basados en la
recombinacion dirigida por homologia. Al diferir s6lo en tres residuos de aminodacidos la
secuencia murina de AR puede humanizarse facilmente mediante un knock in empleando esta
técnica, dejando la mayor parte de la secuencia de APP murina, lo que codificara para una
proteina hibrida que no existe en humanos ni en ratones. Sin embargo, las primeras
modificaciones empleadas en el gen APP (sueca, Indiana, holandesa, londinense), incluso
combinadas, no indujeron la formacion de depoésitos de AB, por lo que requieren
combinaciones especificas, y demostrando que la sobreexpresion es importante para el
desarrollo de esta patologia en roedores. Sin embargo, la posibilidad de combinar variaciones
genéticas especificas, estos ratones basados en recombinacion dirigida por homologia tienen
el potencial de dar lugar a una nueva generacion de modelos transgénicos en la investigacion

de la EA (Drummond y Wisniewski 2017).
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Para la realizacion de esta Tesis, se emple6 el modelo murino de EA PDAPPJ20. Este raton
expresa la proteina APP humana con las mutaciones sueca (K670N/M671L) e Indiana
(V717F) que afectan a la secuencia de la APP (Mucke et al. 2000). Ambas mutaciones
aumentan la produccién de AB 1-42, y al estar bajo un promotor de expresién constitutiva
PDGFB, el transgén se sobreexpresa. Se conoce el mecanismo de la mutacion sueca, la cual
aumenta la susceptibilidad de la APP a ser procesada por la B-secretasa, lo que conduce a
una mayor produccién de AB 1-42. Estos cambios causan altos niveles del péptido de alta
toxicidad y promueven la agregacion del péptido en forma de placas amiloides en el cerebro.
La produccion de AB 1-40 también se ve acelerada, aunque en menor proporcion. Los ratones
PDAPPJ20 muestran déficits cognitivos progresivos desde los 3 meses, especialmente en
tareas relacionadas con el aprendizaje espacial y la memoria, que son caracteristicas de la
EA en humanos (Ameen-Ali etal. 2019). Nuestro grupo ha descrito cambios
comportamentales y alteraciones tempranas en la neurogénesis (Pomilio etal. 2016).
También se observan depdsitos amiloides en los vasos sanguineos cerebrales,
caracteristicos de la angiopatia amiloide cerebral, los cuales resultan positivos para la marca
de AR desde de los 3 meses, y continlan depositandose progresivamente. Los depdsitos
vasculares se presentan concomitantemente al aumento del extravasado de proteinas de
sangre al parénquima cerebral, lo que evidencia dafio a la BHE (Shibly et al. 2023). Ademas,
estos ratones exhiben una respuesta inflamatoria crénica en el cerebro, caracterizada por la
activacion de células gliales y la liberacion de mediadores proinflamatorios. Las placas
amiloides en el parénguima cerebral se observan a partir de los 6 meses, con colocalizacion
de microglia activada y astrocitos reactivos (Ameen-Ali et al. 2019).

La fisiopatologia de este modelo refleja muchos aspectos de la enfermedad en humanos, lo
gue ofrece una plataforma robusta y relevante para estudiar los mecanismos subyacentes y
estudiar posibles tratamientos. En la Parte 10.1 de la Discusion se discutira con més detalle

las consideraciones respecto a modelos experimentales de la EA, en particular el PDAPPJ20.

El hipocampo

La corteza del I6bulo temporal medial incluye subdivisiones importantes, como el hipocampo
y la corteza entorrinal. El hipocampo constituye una estructura cerebral bilateral situada hacia

el interior de los l6bulos temporales en los humanos, o en la porcién caudal del cerebro
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anterior de los roedores (Figura 4). El hipocampo es una region crucial para la consolidacion
de la memoria declarativa, episddica y espacial, siendo determinante en la capacidad de un
individuo de orientarse en el espacio y también patrticipa de la formacién de memorias a largo
plazo. En los roedores, el hipocampo parece ser especialmente importante para recordar la
configuracion espacial de los lugares. La anatomia particular del hipocampo se encuentra en
intima relacion con los procesos y funciones que desempefa (Spencer y Bland 2019).

El giro o formacién hipocampal (el hipocampo “completo”), que se detalla en la Figura 4B y
C, esta formada por el pliegue del giro dentado, el hipocampo propiamente dicho o cornu
ammonis (Cuerno de Ammon; CA) y hacia la parte inferior, el subiculum. El giro dentado y el
hipocampo propiamente dicho forman 2 anillos en forma de C que se entrelazan. El
hipocampo propiamente dicho, es una estructura laminar y se encuentra organizado en 3
capas horizontales, que a su vez se dividen en subregiones verticales, CAl, CA2 y CA3,
ubicadas desde la region méas externa del hipocampo hacia lo méas cercano al giro dentado,
respectivamente, y desempefian roles especificos en la codificacién y recuperacién de

informacién espacial y contextual.
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Figura 4. Estructura y organizacién del hipocampo. A) Se muestra la comparacion (sin seguir escala) en forma y
localizacion dentro del cerebro entre el hipocampo de ratén (izquierda, color verde) y el hipocampo humano (color
azul). B) Esquema que ilustra la estructura del hipocampo de ratén tal como se observa en un corte coronal de

cerebro. La seccion del hipocampo se amplia en C). En el giro dentado (delimitado por la linea de puntos en azul)
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se indican algunas de sus subregiones: la capa de neuronas granulares (N. granulares), la zona subgranular y el
hilio. En el hipocampo propiamente dicho se sefialan las capas: Stratum oriens, la capa de neuronas piramidales

(N. piramidales), Stratum radiatum, capa molecular. Imagen creada con Biorender.

La formacién hipocampal contiene principalmente dos tipos de células neuronales: las células
piramidales y las células granulares, que son del tipo glutamatérgicas, por lo que las sinapsis
del hipocampo son mayormente excitatorias, aunque también hay presencia de interneuronas
GABAérgicas, esenciales para modular la excitacion y evitar la sobreexcitacion neuronal,
contribuyendo asi al procesamiento adecuado de la informacién y la regulacién de la actividad
en el sistema nervioso.

Las neuronas piramidales constituyen la capa medial del hipocampo propiamente dicho y se
encuentran alineadas en la misma orientacion, haciendo de esta una capa compacta, con
arboles dendriticos hacia el stratum radiatum y el stratum oriens (Figura 4C). En el giro
dentado se encuentran las neuronas granulares, de una morfologia relativamente uniforme
con cuerpos celulares pequefos, esféricos u ovoides. El espacio entre las dos laminas del
giro dentado se denomina hilio o regién polimérfica del giro dentado.

El hipocampo se encuentra altamente conectado a otras regiones cerebrales. La corteza
entorrinal proporciona entradas directas a las regiones CA1 y CA3, donde las neuronas son
capaces de integrar o comparar la informacién directa y procesada procedente de la region
entorrinal. También existen amplias conexiones reciprocas entre la region CA1 del hipocampo
y la amigdala, otras regiones del neocértex, como también una proyeccién de CA1 al subiculo
y otras estructuras subcorticales. A partir de sus conexiones, se cree que el hipocampo es
capaz de recibir un amplio contenido sensorial multimodal procedente de las experiencias en
curso. Las fibras nerviosas que se extienden desde el giro dentado cumplen un rol muy
relevante en la integracion de informacion, estableciendo conexiones salientes con otras
regiones del cerebro como la corteza entorrinal y ademas proyectando hacia diferentes areas
del propio hipocampo, permitiendo la comunicacion entre el giro dentado y otras subregiones.
En particular, el hilio del giro dentado desempefia un papel importante en la modulacién de la
excitabilidad y la conectividad entre regiones. La region subgranular adyacente al hilio (Figura
4C) alberga células proliferativas, oligodendrocitos, glia y células endoteliales de las cuales
depende la neurogénesis hipocampal (Garcia-Martinez, Sdnchez-Huerta, y Pacheco-Rosado

2020). La neuroplasticidad en el cerebro adulto de los mamiferos implica cambios dindmicos


https://www.zotero.org/google-docs/?mdBrKM
https://www.zotero.org/google-docs/?mdBrKM

en la arborizacion neuronal, la densidad de espinas y la formacion de sinapsis. Se han
detectado signos de neurogénesis hipocampal adulta en casi todos los mamiferos
(Kempermann et al. 2018). Este proceso disminuye en pacientes con EA y modelos animales
de la enfermedad, lo que se ha asociado al impedimento de la formacién de nuevas memorias
y al déficit cognitivo (Tiwari et al. 2023). En general, al comparar el hipocampo de humanos y
ratones, se mantiene la ubicacion relativa de las distintas partes.

Estudios recientes se han enfocado en mapear la microvasculatura hipocampal, regibn menos
estudiada que otras regiones de la corteza por su localizacion mas profunda. El suministro
sanguineo del hipocampo ocurre por bifurcaciones de la arteria cerebral posterior y, en menor
medida, de la arteria coroidea anterior. Sin embargo, en humanos, la variabilidad entre
individuos es alta y en mamiferos mas pequefios, las vias anteriores parecen tener mayor
preponderancia en el suministro, lo que podria generar diferencias de la vasculatura
hipocampal entre humanos y roedores. En ambas especies, la vascularizacion del hipocampo
es significativamente menos densa que otras regiones, siendo la segunda mas baja luego del
cuerpo calloso. Pocas arterias penetran el hipocampo y lo hacen de manera tangencial a la
superficie, a diferencia de la penetracion perpendicular de la corteza, mientras que los
capilares se encuentran mas espaciados que en otras regiones, lo que podria dificultar la
difusion del oxigeno (X. Zhang etal. 2019; Ji etal. 2021; Spallazzi et al. 2019). Estas
particularidades llevaron a considerar al hipocampo como una zona vulnerable a la hipoxia,
ya que deficiencias en el suministro sanguineo podrian tener un impacto mas fuerte en esta

region que en otras mejor abastecidas y con una red mas amplia.

Low Medium High
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Figura 5. La compleja red vascular en un ratén C57BL/6. Zhang y colaboradores utilizaron un método de
optimizacion de imagenes para analizar los datos de la tomografia de seccionamiento micro-6ptico, abarcando
todo el sistema vascular, desde los grandes vasos hasta los capilares mas pequefios, con una resoluciéon de
submicrones. A) Proyeccién de maxima intensidad (MIP) de la seccion coronal de 400 yum de grosor con la
densidad volumétrica vascular codificada en color (baja (Low), media (Medium) y alta (High). Las zonas
recuadradas muestran la corteza (J), el hipocampo (K) y el tdlamo (L) en mayor aumento. Imagenes de Zhang et

al, National Science Review 2019.

Recientemente, Zhang y colaboradores mostraron patrones especificos de la red vascular en
las diferentes regiones cerebrales de ratones mediante el analisis de una reconstruccion 3D
de muy alta resolucién de cerebros completos (X. Zhang et al. 2019). En este trabajo
determinaron que el hipocampo de ratones C57BL/J (wild type) presentaba una menor
capacidad volumétrica de los vasos, lo cual se observa en la Figura 5, asi como el diametro
y la longitud de los vasos. En patrticular, el giro dentado presentaba particularidades como
cambios abruptos de didametro de los vasos y angulos de las ramificaciones, generando un
patron Gnico en esta region. Ademas, compararon con los ratones modelos de la EA
APP/PS1, observando una disminucion del didmetro de los vasos, densidad vascular y angulo
de las ramificaciones en comparaciones con ratones control, siendo el giro dentado la region
mas comprometida. La Figura 6 muestra imagenes obtenidas de este trabajo donde es
posible visualizar la disminucién de la densidad y cambios en la estructura vascular,
incluyendo alteraciones en la organizacion especialmente en el giro dentado, del hipocampo
en ratones con EA.

Estudios recientes han podido corroborar una atrofia temprana en esta regién en pacientes
con dafio vascular (X. Li et al. 2016) y una vulnerabilidad mayor de esta region a condiciones
hipoxicas e isquémicas en ratas (Sugawara et al. 2002). La reduccion de la perfusion
hipocampal es un evento fisioldgico del envejecimiento que contribuye a la pérdida cognitiva
y en la patogénesis de enfermedades neurodegenerativas, incluyendo la EA (Perosa et al.

2020; Heo et al. 2010; Nikonenko et al. 2009).
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Figura 6. A-B) Comparacion de la vasculatura del hipocampo entre ratones C57BL/J (wild type) y APP/PS1 (EA).
Imagenes de cortes coronales representativos de la vasculatura del hipocampo. Imagenes de Zhang et al, National

Science Review 2019.

La BHE del hipocampo también muestra mayores alteraciones en etapas tempranas del
envejecimiento y la pérdida cognitiva que en otras regiones del cerebro. Se ha descrito que
la permeabilidad de la vasculatura hipocampal es la primera en alterarse en pacientes con
déficit cognitivo temprano, incluso previamente a la presencia de alteraciones en la corteza.
Se ha sugerido que dicha alteracion podria deberse a la pérdida de capilares funcionales
(Nation et al. 2019). Ademas, Montagne y colaboradores demostraron que la disrupcion de la
integridad de la BHE del hipocampo se asocia al proceso de envejecimiento (Montagne et al.
2015).

La bibliografia sugiere entonces que los cambios vasculares del cerebro ocurren
tempranamente en el hipocampo en la EA, lo cual razonablemente afectara la funcién
neuronal, la memoria y los procesos cerebrales superiores. El hilio, a su vez, es una zona
esencial para la transmision de informacion del hipocampo. Por lo tanto, los cambios que

sucedan en esta region pueden ser cruciales en el desarrollo de una neuropatologia.

Unidad Neurovascular

La Unidad Neurovascular (UNV) es un complejo funcional altamente especializado que
desempefia un papel fundamental en la regulacion y proteccion del microentorno del SNC

(ladecola 2017). Esta unidad estd compuesta por distintos tipos celulares, incluyendo células
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endoteliales, células gliales, pericitos, neuronas, células de musculo liso vascular y la matriz
extracelular. El correcto funcionamiento del cerebro depende de manera crucial de la
comunicacion y coordinacién de los distintos componentes de la UNV (Presa et al. 2020).

El ndcleo de la UNV es la BHE, que se compone de células endoteliales altamente
especializadas situadas en la interfaz entre el torrente sanguineo y el parénquima cerebral.
Estas células endoteliales (ECs) forman una barrera dindmica y selectiva cuya caracteristica
principal es su baja permeabilidad gracias a la presencia de proteinas de union y moléculas
de adhesion estrecha, sellando los espacios de contacto célula-célula, lo que evita casi todo
transporte paracelular. Estas uniones estrechas presentan proteinas de unién como ocludina
y claudina, entre otras. A su vez, se anclan al citoesqueleto por medio de adaptadores como
la proteina Zonula occludens-1 (Figura 8). Estas uniones estan reforzadas por proteinas
cadherinas y cateninas que establecen uniones adherentes entre las células endoteliales. Las
ECs presentan canales idnicos, receptores y transportadores especificos y carecen de
fenestraciones (Xiao etal. 2020) Estos elementos permiten el transporte selectivo de
nutrientes esenciales y la eliminacion de productos de desecho del cerebro, contribuyendo a
mantener la homeostasis cerebral.

La UNV desempefa un papel critico en la regulaciéon de la perfusion sanguinea cerebral y
asegura que el cerebro reciba el suministro de sangre y nutrientes necesarios para su
funcionamiento. La comunicacion neurona-astrocito-vaso es requerida para adaptar el flujo
sanguineo segun las necesidades energéticas de las neuronas durante la actividad
metabdlica en las distintas regiones del cerebro (Hariharan etal. 2022). A su vez, el
intercambio de sefales es bidireccional, lo que significa que los distintos tipos celulares
residentes en el parénquima cerebral son capaces de recibir sefiales de la vasculatura y
responder en consecuencia.

El intercambio de sefales y la coordinacion de los componentes de la UNV son vitales para
el mantenimiento de la homeostasis cerebral, incluyendo la proteccién del ambiente cerebral,
el correcto intercambio de metabolitos y sustancias de desecho a través de la BHE, como
también para garantizar el correcto funcionamiento de la actividad neuronal.

Las neuronas son las células principales del sistema nervioso responsables de la transmision
de sefiales eléctricas y quimicas, que permiten la comunicacion dentro del cerebro y entre el

cerebroy el resto del cuerpo. Estas células especializadas procesan y transmiten informacion
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a través de sinapsis, donde se liberan neurotransmisores que activan receptores en células
blanco, ya sean otras neuronas, células musculares o glandulas.

Para que las neuronas funcionen de manera éptima, necesitan un suministro constante de
oxigeno y nutrientes, asi como la eliminacién eficiente de productos de desecho. Aqui es

donde la UNV juega un papel crucial.

Estructura del arbol vascular

La evidencia, aunque lejos de ser suficiente, sugiere que la funcién vascular cambia
gradualmente a través de la red vascular, y que no habria limites claros entre las funciones
gue mayormente ejercen las arterias, arteriolas, precapilares y capilares. Esto se relaciona
con que diferentes tipos celulares y sus respectivos marcadores funcionales muestran
ventanas temporales de aparicion. Estos cambios paulatinos de funcién y composiciéon de la
vasculatura forman parte de un conocimiento reciente y se conoce como zonalidad (zonation)
(Vanlandewijck et al. 2018). Sin embargo, los distintos niveles del arbol vascular pueden ser
caracterizados por el tamafio de los vasos, las células presentes y sus funciones mas tipicas.
La sangre se transporta a través de los vasos de mas calibre que se extienden sobre la
superficie cortical, llamadas arterias piales. De estas arterias surgen ramificaciones que
penetran el cerebro, que a su vez tienen distintos niveles de ramificacion, variando tanto en
tamafio como en la composicion celular.

La capacidad contractil se concentra en arterias y arteriolas y, por ende, éstas contribuyen de
manera relevante al control de la perfusion. Alli, la regulacion del flujo sanguineo cerebral
depende en gran proporcion del papel de las células musculares lisas vasculares (VSMCs
por sus siglas en inglés vascular smooth muscle cells) en la regulacion del didmetro arteriolar

y arterial, gracias a la presencia de mecanismos y proteinas contractiles.
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Figura 7. Componentes y organizacion de la vasculatura de la UNV. Esquema representando algunos segmentos
del &rbol vascular. A) En las arterias, una monocapa de células endoteliales reviste el lumen de los vasos
sanguineos, envuelta por varias capas de células de musculo liso, que comparte la membrana basal con el
endotelio. Tanto los pies astrociticos, que conforman la glia limitans como proyecciones neuronales, pueden
contactar la vasculatura. B) Las ramificaciones arteriales dan lugar a las arteriolas, que se diferencian
principalmente por presentar una sola capa de células de musculo liso. En ambos niveles, se encuentra el espacio
de Virchow-Robin o espacio perivascular entre los vasos y la glia limitans. C) A nivel de los capilares, no se
encuentran células de musculo liso, en cambio, los pericitos rodean el endotelio. El contacto con los pericitos
mantiene el grado de diferenciacion de las células endoteliales, y el contacto con los pies astrociticos directo regula
la expresién de proteinas de union estrecha, integridad de la BHE e intercambio de fluidos de manera directa con

el torrente sanguineo. Imagen creada con Biorender.

En el nivel de las arterias penetrantes, de diametro mayor a 25 um, la UNV esta compuesta
por ECs que forman la capa interna hacia el lumen y que se encuentran envueltas en una
membrana basal extracelular. La membrana basal se encuentra rodeada por una o tres capas
de VSMCs, y recubiertas por pia (Figura 7A). Como se desarrollara en detalle mas adelante,
toda o gran parte de la vasculatura se encuentra envuelta por proyecciones del citoplasma de
la astroglia. Las arterias que penetran el cerebro se ramifican en arteriolas, de un diametro

de entre 10 y 25 um, que cuentan con una capa de VSMCs (Figura 7B). Tanto la envoltura



vascular de los astrocitos como la capa endotelial son continuas desde las arterias
penetrantes y rio abajo hacia los capilares (Kisler etal. 2017). Ademas, las neuronas
extienden sus procesos contactando las VSMCs vy los astrocitos (Filosa et al. 2016). Sin
embargo, en los vasos de menor calibre que se ramifican de las arteriolas, los precapilares y
los capilares carecen de VSMCs y presentan otro tipo celular, los pericitos. Por lo general, los

capilares murinos presentan un diametro de entre 2 y 5 um (Figura 7C) (X. Zhang et al. 2019).

Ensamblaje de uniones estrechas
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Figura 8. La BHE y uniones estrechas en los vasos sanguineos del cerebro. Cortes transversales de A) arteriola
y B) capilar, y sus componentes. La llamada con el rectidngulo ejemplifica cémo se establecen las uniones
estrechas entre células endoteliales, uno de los complejos de uniones que sellan el espacio célula-célula,
impidiendo el transporte paracelular. Se muestran las proteinas transmembrana claudina y ocludina, y la proteina

adaptadora entre éstas y el citoesqueleto, Zonula occludens 1 (ZO-1). Imagen creada con Biorender.

Toda actividad biolégica produce sustancias de desecho potencialmente toxicas que deben
ser eliminadas. Los tejidos periféricos son penetrados por los vasos linfaticos que
desempefian una funcién crucial en la eliminacion del exceso de liquido y de residuos
metabdlicos. El cerebro carece de sistema linfatico, aunque existen vasos linfaticos que
recorren la superficie cerebral embebidos en la duramadre, la capa mas externa de las
meninges, que no entra en contacto con el tejido cerebral (Yankova, Bogomyakova, y
Tulupov 2021). Otra diferencia que presenta la microvasculatura cerebral con otros 6rganos
es gue las venas, también encargadas de la eliminacion, entran en contacto directo con el
tejido. Sin embargo, al igual que las arterias, arteriolas y capilares, en el SNC practicamente

toda la vasculatura parece estar revestida por proyecciones astrociticas formando lo que se

conoce como glia limitans. Esta region de los astrocitos tiene caracteristicas morfolégicas y
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bioquimicas particulares, y reciben el nombre de pies astrociticos o podocitos. En
consecuencia, la glia limitans forma un espacio entre el parénquima cerebral y la vasculatura
por donde circula el LCR y donde se encuentran las arteriolas penetrantes y las venas del
tejido. Esta cavidad es llamada espacio perivascular o espacio de Virchow-Robin, que puede
ser de naturaleza periarterial o perivenosa.

En los dltimos afios, gracias al estudio in vivo de ratones, se ha identificado un sistema de
transporte para la eliminacion intersticial de sustancias de desecho del cerebro que utiliza
este espacio perivascular para el transporte rapido de fluidos, que se denomind "sistema
glinfatico" (Figura 9) (Lohela, Lilius, y Nedergaard 2022; lliff et al. 2012). En el trabajo pionero
de lliff y coautores, publicado en 2012, demostraron mediante el empleo de rastreadores
moleculares el circuito por el cual transitan los fluidos. EI movimiento de fluidos mediante el
sistema glinfatico se muestra en el esquema de la Figura 9. En este sistema, el movimiento
vascular, impulsado por la pulsatilidad de arterias y arteriolas, los cambios de presion
inspiratoria-espiratoria y la produccién de LCR, facilitan el flujo del LCR desde el espacio
perivascular de las arterias hacia el cerebro, donde se verifica una direccion de flujo. En el
intersticio cerebral, el LCR se mezcla con el liquido extracelular cerebral, péptidos y
metabolitos de desecho, y continlan en direccién al espacio perivascular donde se
encuentran las venas. Dentro de este espacio, las sustancias de desecho pueden atravesar
la BHE para ser eliminados. El fluido puede llegar a la duramadre donde también puede ser
eliminado por los vasos linfaticos de las meninges, que luego convergen en la circulacién

sistémica (Carlstrom et al. 2022).
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Figura 9. Esquema del sistema glinfatico y el movimiento de fluidos a través del mismo. El LCR presente en el
espacio perivascular de arterias continia por el espacio perivascular de arterias y arteriolas penetrantes al cerebro.
Dicho fluido entra al parénquima cerebral, donde ocurre un intercambio/mezcla con el liquido intersticial, lo que
sirve para limpiar sustancias de desecho. El drenaje ocurre a través de los canales perivasculares que rodean las
venas. La pulsatilidad arterial y arteriolar, la produccion de LCR y los canales de agua en los pies astrociticos son
mecanismos que contribuyen a la formacién de este circuito. Imagen modificada de Lohela, Lilius & Nedergaard,

Nature Rev Drug Disc 2022.

Se ha observado que los pies astrociticos son fundamentales en este sistema, y que su
funcién depende de la presencia de la proteina canal de agua acuaporina-4 (AQP4) en la
interfaz cerebro-vascular (Mestre et al. 2018; Gomolka et al. 2023). La proteina AQP4 juega
un doble papel, facilitando la entrada del flujo al compartimento intersticial del cerebro, y la
posterior salida hacia el espacio perivascular venoso, gracias al direccionamiento que
proporciona por el pasaje de agua. La conexién entre las neuronas, los astrocitos y la
vasculatura para regular el flujo segun la necesidad energética se denomina acoplamiento
neurovascular (Gastfriend et al. 2024). Durante un incremento de la actividad neuronal, las
arteriolas se dilatan y la respuesta se propaga de manera retrograda hacia arterias
penetrantes y arterias piales. Tanto en respuesta a la actividad neuronal como durante el
reposo, el O; que consumen las neuronas y demas células proviene de los glébulos rojos que
son transportados por el sistema vascular, por lo que la correcta comunicacion y coordinacion

desde las neuronas hacia los vasos, proceso que requiere la sefializacion astrocitica, es
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crucial durante la actividad neuronal. Rio abajo, las arteriolas y precapilares presentan
pericitos contractiles, que contribuyen al control hemodinamico. Estos vasos dan lugar a una
intrincada red de capilares cubiertos por pericitos con escasa capacidad contractil. Los
pericitos comparten la membrana basal con las ECs, estableciendo contactos directos
interdigitados con estas células, presentes en toda la extension capilar. También a este nivel,
tanto las ECs como los pericitos son cubiertas por los pies astrociticos. Los capilares también
se encuentran inervados por las neuronas locales, que se contactan tanto astrocitos como
pericitos (Kisler et al. 2017).

Multiples factores determinan tanto la integridad vascular estructural y funcional, como el
estado de las células endoteliales, VSMCs o pericitos, como de aquellas que contactan la
vasculatura mediante contactos fisicos, como la astroglia, o enviando sefiales extracelulares,

como la microglia residente en el SNC o los macréfagos circulantes en el torrente sanguineo.

Células endoteliales

Las ECs de la microvasculatura cerebral son las Unicas células en contacto con el torrente
sanguineo y, como se mencion6 anteriormente, constituyen un continuo de células altamente
selladas estableciendo la BHE, gracias a la presencia de uniones estrechas en los contactos
célula-célula (Xiao et al. 2020) (Figura 10D). Las ECs conforman la primera linea protectora
contra sefales proinflamatorias, patbgenos y otros componentes potencialmente
neurotéxicos presentes en la periferia (Ahmad et al. 2020). Las ECs regulan el transporte de
metabolitos, eliminacion de sustancias de desecho y el pasaje de células inmunes. A la baja
permeabilidad y ausencia de transporte inespecifico a través de la BHE, se le suma una
particularidad de las ECs de microvasculatura cerebral, que es la escasa expresion de
proteinas de adhesion para células inmunes y la elevada regulacién de la migracion de
leucocitos, lo que impide la infiltracion de células inmunes al cerebro, méas frecuente en otros
tejidos (Xiao et al. 2020). La correcta funcion vascular requiere el intercambio bidireccional de
sefiales entre las ECs y los astrocitos, pericitos y células de musculo liso. La BHE permite la
difusion de O hacia el cerebro y recibe CO; de acuerdo con los gradientes de concentracion.
El endotelio es capaz de detectar y responder a cambios en el flujo sanguineo a través de la
deteccidbn mecanica de cambios en el shear stress, sefiales de células cercanas y

acoplamiento eléctrico con VSMCs, lo que tiene por efecto controlar los procesos de
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contraccion y dilatacién vascular (ladecola 2013). La evidencia también respalda el envio de
sefales desde la vasculatura en respuesta a cambios de flujo y presion a los astrocitos, lo
cual tiene por efecto modular la actividad neuronal, mecanismo llamado acoplamiento
vasculo-neuronal (Presa et al. 2020; K. J. Kim et al. 2016).

La cara basal de las ECs se encuentra adherida mediante integrinas a una matriz extracelular
especializada llamada membrana basal, o lamina basal (Figura 10C). La misma se compone
principalmente por proteoglicanos, incluyendo proteinas de la familia de los perlecanos,
colageno, laminina y fibronectina que son secretados por las ECs, los pericitos y los astrocitos
(Thomsen, Routhe, y Moos 2017). La membrana basal otorga soporte estructural, colabora
con el proceso de regulacion del flujo, sirve de sustrato para la adhesion y resulta necesaria
para la estabilidad y organizacion de la pared vascular. A su vez, contiene proteinas de
sefalizacion de procesos moleculares que modulan las respuestas celulares y ayuda a la
deteccion mecanica de cambios en el flujo y la presion sanguineos (Baeten y Akassoglou
2011).

La membrana basal cumple un rol importante en el mantenimiento de la homeostasis vascular
y alteraciones en la misma llevan a pérdida de la integridad de la BHE (Mortensen et al. 2019;
Roberts, Kahle, y Bix 2012). La presencia de moléculas de adhesion y otras proteinas de
matriz extracelular modula el proceso de angiogénesis y ayudan a coordinar la comunicacion

entre los componentes de la UNV (Obermeier, Daneman, y Ransohoff 2013).
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Figura 10. A) Micrografia electronica de barrido de médula espinal humana que muestra: (1) arteriola con (2)
células de musculo liso envueltas circunferencialmente; un pericito capilar (4), capilares (5). B) Capilares (1), donde
se observa la marca del nicleo del endotelio (2), y pericito (3). C) Corte transversal de capilar, mostrando la
estructura y contacto entre células endoteliales (BMEC), pericitos, membrana basal (BM). Se observa la estructura
de la uniéon estrecha (TJ) que implica un intrincado contacto de dos células endoteliales. D) Preparado de capilar
de la cara basal donde se observa la apariencia de las uniones estrechas (delimitadas con linea punteada).

Imagenes de micrografia electrénica obtenidas de Destefano et al 2018 y Rodriguez-Baeza 1998.

Células de musculo liso vasculares (VSMCs)

En las arteriolas penetrantes, una sola capa de VSMCs envuelve la membrana basal, que a
su vez cubre toda la capa de células endoteliales (Figuras 7B y 10A) (Rodriguez-Baeza et al.
1998). Las VSMCs desemperfian un papel esencial en la regulacién del tono vascular en virtud
de la capacidad contractil que le otorgan la expresion de proteinas contractiles como la actina
de musculo liso, cadena pesada y liviana de miosina (B. Kim et al. 2022; Poittevin et al. 2014),
y también contribuyen a la elasticidad arterial mediante la secrecion de proteinas
extracelulares (Wight 2008). Las VSMCs ademas participan en el acoplamiento
neurovascular, recibiendo sefiales que se traducen en cambios de las concentraciones
intracelulares de Ca?*, lo que activa canales de potasio y, en consecuencia, modifica el estado
contractil de las proteinas miosina (Hayes et al. 2022). A su vez, se ha visto que las VSMCs
son capaces de responder a estimulos mecanicos, contribuyendo a la regulacién del tono
vascular ante cambios en la presion (Y. Z. Liu et al. 2022). La presencia de uniones gap entre
VSMCs permite la propagacion intramural de sefiales vasoactivas y una rapida respuesta
vascular (Gastfriend et al. 2024; Presa et al. 2020).

En ciertas condiciones y patologias neurodegenerativas las VSMCs pueden volverse
hipercontractiles, impidiendo una correcta dilatacion vascular (Hayes etal. 2022). En
pacientes con la EA y en modelos experimentales se ha reportado evidencia de un fenotipo
de VSMCs hipercontractil asociado a una disminucién en la expresion de receptores
involucrados en la eliminacion de AB a través de la via vascular (Chow et al. 2007; Bell et al.
2009). La evidencia también muestra que el sistema inmune podria estar involucrado en la
degeneracion de las VSMCs en pacientes con EA, a través de un aumento de anticuerpos
anti-musculo liso que detectan la proteina miosina, actina y troponina (Giulia et al. 2016). El

cambio fenotipico de las VSMCs podria, por lo tanto, afectar la capacidad del sistema vascular
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cerebral para adaptarse a cambios en la demanda metabdlica, comprometiendo la
oxigenacion cerebral. Esta hipotesis se respalda en estudios que demuestran que pacientes
con déficit cognitivo moderado y pacientes con EA presentan disminucion en la reactividad
cerebrovascular, un indicador de la habilidad intrinseca de los vasos sanguineos cerebrales
para contraerse o dilatarse en respuesta a estimulos vasoactivos y el flujo sanguineo cerebral

(Richiardi et al. 2015; Cantin et al. 2011; Vicenzini et al. 2007).

Pericitos

Los pericitos son células que conforman la pared vascular de vasos de bajo calibre y capilares
necesarios para la conformacion de la membrana basal y la regulacién del flujo sanguineo
(Figuras 7C y 10B-C) (DeStefano et al. 2018). Los pericitos se entrelazan con las ECs y
forman uniones con estas células mediante cadherinas y conexinas (Winkler, Bell, y Zlokovic
2011). También se ha mostrado que los pericitos son capaces de fagocitar moléculas toxicas
(Winkler, Bell, y Zlokovic 2011; Bell et al. 2010). Los pericitos regulan multiples procesos
celulares en homeostasis cerebral y durante el desarrollo patolégico, incluyendo la formacion
y el mantenimiento de la BHE, la modulacion de la expresién génica en ECs y contribucion a
procesos neuroinflamatorios. Su capacidad para responder al glutamato sugiere que durante
la actividad neuronal colaboran con el aumento del didmetro vascular mediante la secrecion
de moléculas vasoactivas (Hall et al. 2014). En distintas enfermedades neurodegenerativas,
como la EA, los pericitos muestran alteraciones morfologicas y funcionales (Montagne et al.

2020).

Astrocitos

Los astrocitos son las células gliales mas abundantes del SNC (Z. Liu y Chopp 2016) y
derivan de células progenitoras neurales de la zona ventricular durante el desarrollo
temprano, por lo que tienen un origen comun con las neuronas (Kriegstein y Alvarez-Buylla
2009). Los astrocitos estéan integrados en todos los procesos que ocurren en la UNV, incluido
su desarrollo, mantenimiento de procesos y su adaptabilidad (Verkhratsky y Nedergaard
2018). Cada astrocito posee multiples proyecciones que entran en contacto con las neuronas,
otras células gliales y vasculares necesarias para su funcionamiento. Ademas, presentan una

alta heterogeneidad respecto los receptores, canales y transportadores de membrana que
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expresan, contribuyendo a su plasticidad adaptativa (Batista et al. 2024; Magni, Riboldi, y
Ceruti 2024; Guizzetti et al. 2008). Una de las funciones primordiales de la astroglia es
mantener la homeostasis del SNC transportando los principales iones y protones, eliminando
y catabolizando neurotransmisores, liberando precursores de neurotransmisores y eliminando
especies reactivas del oxigeno (Dringen, Pfeiffer, y Hamprecht 1999; Simard y Nedergaard
2004; Ashoury Deuchars 2004; Hertz, Peng, y Dienel 2007). También son capaces de percibir
cambios en el microambiente a partir de estas moléculas, que activan diversos procesos de
sefializacion astrocitica.

Los astrocitos han mostrado la capacidad de expresar practicamente todos los receptores
encontrados en el CNS (Verkhratsky y Nedergaard 2018). incluidos los receptores de
neurotransmisores, los cuales coinciden con las neuronas vecinas, por lo que es probable
gue esté controlada por el entorno neurotransmisor local (Kofuji y Araque 2021; Verkhratsky
y Chvétal 2020). Esto sugiere que pueden captar los neurotransmisores liberados por
aferentes neuronales accesibles por contacto, en lo que se denomina sinapsis tripartita
(Halassa et al. 2007). Los astrocitos cumplen una funcién esencial en el soporte metabdlico
de las neuronas, siendo capaces de sintetizar glucégeno y suministrar sustratos energéticos
a las neuronas, como el lactato.

El secretoma de los astrocitos comprende un repertorio de al menos 180 proteinas,
interviniendo en diferentes procesos como moduladores de transmision sinaptica, reactividad
vascular, entre muchos otros (Dowell, Johnson, y Li 2009). En situaciones de dafio o
patolégicas, los astrocitos pueden liberar también sefiales proinflamatorias, como TNFa, IL13
y complemento 3 (C3).

Por otro lado, los numerosos pies astrociticos que contactan la cara abluminal de la superficie
vascular establecen la interfaz gliovascular (Simard y Nedergaard 2004). Estos contactos,
como previamente se menciond, forman la glia limitans del sistema glinfatico, aislando el
parénquima cerebral de los compartimentos vascular y subaracnoideo (Xiaofeng Liu et al.
2013). Su contacto con la vasculatura les permite estimular tanto la vasoconstriccion como la
vasodilatacién (Zonta et al. 2003; Mulligan y MacVicar 2004) y también regular el tono
vascular en reposo (MacVicar y Newman 2015), lo que se ha vinculado a la activaciéon del
canal TRPV4, expresado en procesos astrociticos de la corteza e hipocampo (K. J. Kim et al.

2016; Butenko et al. 2012).
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Los astrocitos expresan tres tipos de proteinas de la familia de acuaporina, AQP1, AQP4, and
AQP9 (Satoh et al. 2007), aunque la de mayor presencia es AQP4 (Nagelhus y Ottersen
2013), especialmente en los pies astrociticos, donde su densidad es 10 veces mas alta que
en otra parte de la célula. La delecion genética de AQP4 causa anomalias tanto en el
transporte de fluidos y metabolitos del cerebro, como en la estructura cerebral (Gomolka et al.
2023) e induce un incremento del volumen del fluido intersticial. Esto puede conducir a un
déficit en la eliminacion o clearance de moléculas toxicas y sustancias de desecho del
cerebro. De manera relevante, se ha demostrado in vivo que el péptido AB soluble es
transportado a través de esta ruta y de manera dependiente de AQP4, dado que la ausencia
de este canal impide su correcta eliminacién (Gomolka et al. 2023; lliff et al. 2012). Ademas,
la ausencia de AQP4 acelera la acumulacion de proteinas neurotéxicas en la enfermedad de
Parkinson (H. Cui et al. 2021). Respecto a la funciéon hipocampal, los ratones AQP4 -/-
exhiben una memoria espacial alterada (Skucas et al. 2011; Zhang et al. 2019) lo que se
asocio a cambios en las corrientes eléctricas LTP y LTD.

En cuanto al mantenimiento de la integridad de la BHE, los astrocitos secretan factores que
son cruciales para la regulaciéon del fenotipo endotelial, como sonic hedgehog, acido retinoico
y angiopoyetina-1 (Gurnik et al. 2016; Alvarez et al. 2011). A su vez, como parte de la
comunicacion bidireccional, las ECs secretan proteinas morfogénicas que inducen la
diferenciaciéon de progenitores astrociticos (Imura et al. 2008). Los astrocitos ademas regulan
la matriz extracelular mediante la secreciéon de metaloproteinasas (MMP). En particular, los
astrocitos reactivos cercanos a vasos con depdsitos amiloides aumentan la expresion de la
MMP-2 en humanos (Greenberg y Vonsattel 1997). En modelos animales de la EA, también
se comprobo la expresion de MMP2 y MMP9, lo que se asocid a una disminucion de proteinas
de unidn estrecha, en particular claudinas, y aumento de la permeabilidad de la BHE (Zhao
et al. 2015; Hartz et al. 2012).

Por dltimo, los astrocitos, junto con la microglia, participan activamente en la respuesta
inmunitaria, expresando diversos receptores y secretando mediadores solubles (Farina,
Aloisi, y Meinl 2007). En ambientes oxidativos o patolégicos, pueden volverse reactivos, y
actuar liberando citocinas y quimiocinas, modulando la BHE y formando cicatrices gliales

(Jensen, Massie, y De Keyser 2013). Sin embargo, los astrocitos también tienen funciones
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neuroprotectoras, incluida la resolucién de la inflamaciéon y la secrecion de citoquinas

antiinflamatorias (Klegeris 2021).

Microglia

La microglia, las células inmunes residentes en el cerebro (Bilbo y Stevens 2017), derivan de
células progenitoras mieloides y entran al SNC temprano en el desarrollo, donde sufren
procesos de diferenciacion hasta convertirse a un fenotipo maduro ramificado en el momento
del nacimiento (Brioschi, Zhou, y Colonna 2020). Entre sus funciones, se destacan el
mantenimiento de la integridad y reparacion de los tejidos y la eliminacién de los desechos
celulares (Luo et al. 2021). La microglia se encuentra constantemente en vigilancia del SNC
(Nayak, Roth, y McGavern 2014), y su capacidad fagocitica dinamica y la liberacion activa de
sefiales inmunitarias, desempefian funciones criticas en la homeostasis cerebral y en los
procesos de reparacion (Grassivaro et al. 2020; Hanisch y Kettenmann 2007)

La capacidad de estas células para captar y recibir estimulos del microambiente es esencial
para mantener un estado no activado de la microglia y la homeostasis cerebral (Ransohoff y
Perry 2009). Diversos mecanismos, o “puntos de chequeo” frenan la activaciéon inmunitaria
microglial al mismo tiempo que promueven las funciones homeostaticas (Deczkowska, Amit,
y Schwartz 2018). Entre estos estan las barreras fisicas funcionales, como la BHE y la glia
limitans, protegiendo el microambiente cerebral. Por otro lado, la inmunorreactividad
microglial se ve limitada por diversos factores solubles que reciben de astrocitos y neuronas
(Butovsky et al. 2014; Neumann et al. 1998). El tercer punto de chequeo inmune microglial
gue ha sido propuesto esta comprendido por las sefiales generadas en los contactos célula-
célula.

En condiciones patoldgicas, uno o0 mas de los mecanismos de homeostasis fallan, y la
microglia adopta un fenotipo reactivo proinflamatorio, que suele denominarse M1. Por
ejemplo, mientras que en el desarrollo y la homeostasis la microglia participa en la
sinaptogénesis y en la plasticidad sinaptica (Casali y Reed-Geaghan 2021), en estado
reactivo, ésta pierde su capacidad neuroprotectora, y puede liberar especies reactivas de
oxigeno, llevando a la muerte neuronal (Block, Zecca, y Hong 2007).

La microglia desempefia un papel complejo en la patogénesis de la EA. En etapas tempranas,

la fagocitosis mediada por estas células colabora en el proceso de eliminacion de AB y de
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restos de neuronas dafiadas, y también liberan factores troficos que ayudan a la reparacion
de tejidos (Vinuesa et al. 2019; Sarlus y Heneka 2017). Con la progresion de la enfermedad,
las sefiales proinflamatorias microgliales, como interleuquina (IL)-1B, IL-6, y el factor de
necrosis tumoral a (TNFa), entre otras, contribuyen al proceso patologico vy
neurodegenerativo (Merighi et al. 2022; Sugama et al. 2009).

La literatura no ha sido determinante respecto de la influencia microglial en la funcion
microvascular. Se ha observado que la microglia podria estar involucrada en la angiogénesis
del cerebro embrionario (Fantin et al. 2010) y en la correcta formacion de la red vascular
(Foulquier et al. 2019; Rymo et al. 2011). En un escenario patoldgico, se ha visto que, tras un
ictus cortical, la microglia es reclutada hacia los vasos, donde puede fagocitar células
endoteliales y contribuir asi a la mayor pérdida de integridad de la BHE (Jolivel et al. 2015).
Sin embargo, aun se desconoce si la fagocitosis de las células endoteliales por parte de la
microglia forma parte de un proceso fisiolégico normal, ya que su ausencia no parece alterar

la integralidad de la BHE (Halder y Milner 2019).

Vias de eliminacion de AB y sus implicaciones

en la patogénesis de la EA

Durante el envejecimiento, los mecanismos de eliminacion de AR disminuyen
progresivamente en su eficiencia (Bakker etal. 2016). Al encontrarse en mayores
concentraciones, se generan agregados del péptido tanto en el parénquima cerebral como en
la vasculatura. Se hipotetiza que la acumulacion de AR es el resultado del desequilibrio entre
la produccién y su eliminacién, dado por una produccion excesiva de AR, disminucion de la
capacidad de las vias de eliminacion, o ambas (Zuroff et al. 2017). Debido a que la EA se
caracteriza por la acumulacion de péptidos AB en el cerebro, el conocimiento de las complejas
vias implicadas en la eliminacibn de AB es esencial para desentrafiar los mecanismos
subyacentes a la patogénesis de la EA.

Los mondmeros y oligbmeros de AR solubles son eliminados a través de los sistemas
vasculares. Una eliminacion deficiente de AB genera su deposicion en placas

parenquimaticas, donde abunda la especie AB 1-42, y depdsitos vasculares, mayormente
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compuestos por AB 1-40 y ubicados mayormente entre la membrana basal del endotelio y los
pericitos (Bakker et al. 2016).

La eliminacion defectuosa de AP a través de los sistemas vasculares ha sido sugerida como
una de las causas de la forma esporadica de la EA (Shibly et al. 2023). APOE4 se asoci6 a
una disminucion de la eliminacion de AB a través de los sistemas vasculares (J. Kim, Basak,
y Holtzman 2009). Se sugiere que APOE es capaz de inhibir la elongacién de fibrillas de
amiloide, facilitando su eliminacion a través tanto de la fagocitosis microglial como a través
de los sistemas vasculares (Islam et al. 2020). El mecanismo de eliminacién a través del
espacio perivascular es crucial, y cualquier alteracion, como el aumento de la carga de AB o
las variantes de ApoE, podrian conducir a la deposicion de AB en las paredes de los vasos
(Folin et al. 2005).

A medida que avanza la patologia de la EA, las alteraciones en la integridad de la BHE
incrementan y pueden provocar una permeabilidad acelerada, impidiendo la eliminacion de
AB e incluso permitiendo el reingreso de los péptidos desde el lumen de los sistemas
vasculares y, en consecuencia, provocando mayor acumulacién de AB en el parénquima y
los vasos cerebrales. Otro mecanismo de eliminacion de AB es mediante la incorporacién y
degradacién enzimética de células presentes en el SNC, como la fagocitosis mediada por
microglia, la cual se ve comprometida en contextos patol6gicos. Los agregados persistentes
de AB, a su vez, inducen neuroinflamacion, disfuncién sindptica y dafio neuronal que son
caracteristicas de la EA.

En conclusion, restablecer las vias de eliminacién de AR para mitigar su acumulacién podria
ser esencial en el desarrollo de terapias en el contexto de la EA y de la enfermedad

cerebrovascular.

Inflamacion y vasculatura en la EA

La vasculatura capta sefiales del microambiente, por lo que es susceptible en un contexto
neuroinflamatorio como la EA. La microglia activada es el principal contribuyente de
citoquinas proinflamatorias (S. Li et al. 2022; Y.-Y. Fan y Huo 2021, Liddelow et al. 2017).
Entre ellas, TNFa aumenta la permeabilidad de la BHE via la regulacion negativa y
degradacién de proteinas de unidén estrecha, que son las encargadas de limitar todo

transporte paracelular (Johnson 2023; Alves et al. 2020; Rochfort et al. 2014). La disrupcion
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de la integridad de la BHE provoca una respuesta inflamatoria sostenida de la microglia
reactiva por la entrada de componentes del plasma e infiltracion de células del sistema
inmune, exacerbando el fenotipo inflamatorio (Y.-M. Yang et al. 2013). Esto causaria una
retroalimentacion entre las sefiales proinflamatorias provenientes de la microglia y el aumento
de la permeabilidad de la BHE, exacerbando el contexto patoldgico.

En respuesta a citoquinas proinflamatorias, hipoxia, shear stress o angiotensina-1, las células
endoteliales expresan endotelina-1, lo que desregula la expresion de los transportadores
selectivos sobre la membrana luminal de las células endoteliales y, por lo tanto, del transporte
a través de la BHE (Bauer, Hartz, y Miller 2007). De manera relevante, la inhibicion de la via
de TNFa produce mejoras cognitivas y disminucién de la reactividad microglial en el
hipocampo de ratones modelo de la EA (Gabbita et al. 2012). Esto podria estar vinculado al
blogueo de los mecanismos que provocan las alteraciones de los niveles de transportadores
y el aumento del transporte paracelular en las células endoteliales.

Durante patologias e injurias, los astrocitos responden mediante una serie de cambios en la
expresion génica, asociados con alteraciones en su morfologia, la secrecion de moléculas y
de sus funciones. Estos astrocitos reactivos suelen caracterizarse por el aumento de la
expresion de la proteina GFAP, que forma parte de los filamentos intermedios del
citoesqueleto (Zamanian etal. 2012). Ademas, tienen un efecto detrimental sobre la
integridad de la BHE, a través de la liberacion de las metaloproteinasas (Abdullah y
Bayraktutan 2014; Spampinato et al. 2017), 6xido nitrico y especies reactivas de oxigeno
(Mufioz, Paula-Lima, y Nufiez 2018), gue causan remodelacién de la membrana basal y la
disminucion de proteinas de unién estrecha (Yue et al. 2022).

La reactividad astroglial y la activacion de la microglia no son eventos independientes
(Liddelow et al. 2017). En un contexto inflamatorio, la microglia es capaz de inducir un
fenotipo inflamatorio astroglial A1, caracterizado por el aumento de la expresion de la proteina
de complemento 3. Estos astrocitos inducen neurotoxicidad y se han detectado en patologias
como la EA. En un trabajo reciente, Taylor y colaboradores describen un nuevo subtipo Al
de astrocitos inducidos por células endoteliales activadas mediante un estimulo
proinflamatorio, que también resulta neurotoxico. Alli detectaron que el perfil de expresion de
los astrocitos Al inducidos por endotelio activado difiere del dependiente de microglia y se

caracteriza por una fuerte expresion de genes asociados a la remodelacién de la matriz
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extracelular. De manera muy relevante, este fenotipo especifico de Al inducido por células
endoteliales se observo en la cercania de depdsitos vasculares de AB tanto en pacientes
como en modelos murinos de EA (Taylor et al. 2022). Esto podria indicar una sefalizacion

proinflamatoria desde el endotelio hacia estas células gliales durante la patologia.

Proteostasis

El reticulo endoplasmético (RE) desempefia un papel fundamental en la fisiologia y la
bioguimica de las células. El RE es una organela crucial en el metabolismo proteico que actla
controlando la calidad de la mayoria de las proteinas que la célula sintetiza, orquestando el
plegamiento, la secrecién y la translocacion de las proteinas (Ren et al. 2021). El RE también
cumple roles esenciales para la incorporacion, liberacién, almacenamiento y sefializacion de
Ca?" y participa en el metabolismo de lipidos (Paschen y Mengesdorf 2005; Verkhratsky
2005). La red del RE también se encuentra conectada con otras organelas, como endosomas,
lisosomas, fagosomas, mitocondrias y la membrana plasmatica, con quienes intercambia
sefiales y iones (Ren et al. 2021). Independientemente del tamafio del RE, que varia segun
el tipo celular, el mismo opera cercano a sus limites de capacidad de procesamiento proteico.
En consecuencia, la maquinaria de proteostasis del RE frecuentemente satura la carga
disponible para continuar realizando sus funciones de manera correcta (Vasquez et al. 2022),
lo que se denomina estrés de RE. Para contrarrestar dicho estrés, se activan mecanismos de
sefializacion con el objetivo de recuperar la homeostasis, o que se denomina Respuesta a
Proteinas Mal Plegadas (UPR por sus siglas en inglés unfolded protein response) (Figura 11).
También pueden activarse los mecanismos adaptativos de la degradacion asociada a RE y
la reticulofagia. La degradacién asociada a RE se encarga de eliminar proteinas sin plegar o
mal plegadas del lumen del reticulo, transfiriéndolas al citoplasma para su degradacién en
proteasomas. Por su parte, la reticulofagia es una degradacion selectiva por autofagia de
regiones del RE para aliviar el estrés (Loi y Molinari 2020).

El bloqueo de las reacciones de plegamiento y procesamiento de proteinas constituye una
forma grave de estrés celular y desencadena una respuesta de estrés especifica. La eficiencia

de los mecanismos que mantienen la homeostasis celular, incluyendo la proteostasis,
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disminuye con el envejecimiento (Martinez et al. 2017). Como consecuencia, los organismos

acumulan gradualmente agregados intracelulares compuestos por proteinas mal plegadas.
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Figura 11. Estrés de RE: Respuesta a proteinas mal plegadas (UPR). La acumulacion de proteinas mal plegadas
en el lumen del RE entran en contacto con la chaperona BIP, causando su separacion de los efectores de la UPR:
ATF6, PERK e IREla. Esto da comienzo a la activacion de vias de sefializacion dirigidas a la resolucion del estrés
de RE, como la sintesis de chaperonas, moléculas que participan del transporte de proteinas, detener procesos
de traduccion y transcripcién globales y mecanismos de degradacion, entre otros. Un estrés sostenido o de gran
carga que no puede ser resuelto, lleva a mecanismos moleculares detrimentales para la célula, cuyo punto final

son procesos inflamatorios e incluso la muerte celular (se ejemplifican algunos). Imagen creada con Biorender.
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La UPR puede actuar mediante tres vias de sefializacion de proteinas efectoras residentes
en el RE: la proteina 1 dependiente de inositol (IRE1), la quinasa de RE similar a la proteina
kinasa tipo R (PERK) y el factor de transcripcion activador 6 (ATF6). Dichas proteinas se
mantienen inactivas por la unién en sus dominios luminales del RE a la proteina chaperona
residente de RE, BIP (por proteina de unién a la inmunoglobulina, también llamada GRP78).
La Figura 11 ilustra la activacion de esta respuesta iniciada por BIP, y las vias de sefalizacion
posibles tras la activacion de los tres efectores rio abajo. En homeostasis, BIP es el principal
sensor de la UPR y se encuentra unido a IRE1, PERK y ATF6. En situaciones de estrés, la
acumulacioén de proteinas mal plegadas en el lumen del RE provoca que BIP se escinda y se
activen los sensores de UPR, iniciando cascadas de sefalizacion para recobrar la
homeostasis (Ajoolabady et al. 2022; Kopp et al. 2019).

La separacién de BIP de PERK e IRE1 permite la dimerizacion de estos efectores y su
autofosforilacion. Como consecuencia, las tres vias causan la activacion de factores de
transcripcién que inducen genes especificos, como se puede ver en la Figura 11. Al quedar
libre IRE1, se activa su actividad de endorribonucleasa que cataliza el corte y empalme del
ARNmM que codifica para el factor de transcripcién XBP1 (por X-box-binding protein 1). XBP1
es crucial para iniciar la transcripcion de ARNm que codifican para proteinas chaperonas
(incluyendo BIP), de control de calidad, y proteinas involcradas en el transporte de proteinas
del RE al citosol y degradacion de proteinas asociadas al RE (ERAD) (Yicel et al. 2019).
Ademas, XBP1 contribuye a la degradaciéon de ARNm y ARNmi mediante el proceso de
decaimiento regulado dependiente de IRE1 (Maurel et al. 2014). PERK, luego de dimerizarse
y autofosforilarse, inhibe la traduccién general de proteinas al disminuir la forma unida a GTP
del factor de iniciacion elF2a y aumenta la traduccién del factor de transcripcion ATF4. Esta
via induce la transcripcion de genes relacionados con el control de la UPR y detencion del
ciclo celular y proliferacion (Fusakio et al. 2016). La disociacion entre BIP y ATF6 permite la
translocacion de ATF6 al aparato de Golgi, donde es clivado, lo que permite su translocacion
nuclear y activacion de su funcion de represor de la transcripcion (Tam et al. 2018). También
se ha observado que ATF6 puede actuar como factor de transcripcion, induciendo genes
involucrados con la capacidad de plegamiento y degradaciéon de proteinas y genes

involucrados en la angiogénesis y la autofagia (Bhardwaj et al. 2020).
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Si la célula no logra recobrar el equilibrio del RE, la activacion persistente de la UPR puede
inducir una respuesta maladaptativa o sostenida, responsable de procesos inflamatorios e
incluso la muerte celular (Figura 11). Una de las vias secundarias que se inducen es NFkB,
gue en esta respuesta culmina en la activacion del inflamasoma NLRP3 (Ajoolabady et al.
2022). NFkB ha sido implicada en numerosas patologias, incluyendo la EA, donde juega un
papel clave en la promocién de la neuroinflamacion en células gliales y endoteliales (Clark
et al. 2021; Mussbacher et al. 2019).

Ademas, la activacién continua de XBP1l causa una degradacion masiva de ARNmM,
incrementa la transcripcion de genes proinflamatorios y promueve la formaciéon del
inflamasoma NLRP3 (Ajoolabady et al. 2022). En células endoteliales de aorta humana, se
demostrd que el estrés de RE induce la expresidn de los factores proinflamatorios IL-6 e IL-
8, la proteina quimioatrayente de monocitos-1 (MCP1) y CXCL3 (Gargalovic et al. 2006). Por
su parte, ATF6 puede inducir mecanismos que llevan a la muerte celular apoptética causada
por una represion general de la transcripcion. Por otro lado, una activacion exacerbada de la
UPR puede por distintos mecanismos (principalmente la via de PERK) inducir la expresion de
proteina homdloga a C/EBP (CHOP). CHOP bloquea la transicion de las células de la fase
G1 a la fase S durante la progresion del ciclo celular y modula negativamente a Bcl-2,
regulador de la permeabilidad mitocondrial. Esto permite la entrada de la proteina BAX a las
mitocondrias y la subsiguiente liberacién de Citocromo c, desencadenando la apoptosis
mediante la activaciéon de caspasa-3 (Qureshi et al. 2023). También se ha vinculado la
induccién de CHOP a la activacion sostenida XBP1. Otra manera por la cual el estrés de RE
puede causar la apoptosis celular es mediante la liberacién de Ca? que es captado por las
mitocondrias y desencadena la sefializacion anteriormente mencionada involucrando al
citocromo c (Pinton et al. 2008).

Varios estudios han vinculado a la patologia de la EA con el estrés de RE. En cerebros de
pacientes con EA temprana, se han detectado marcadores de estrés de RE en la corteza
temporal y el hipocampo (J. J. M. Hoozemans et al. 2005).Trabajos previos demostraron un
aumento de la presencia de las formas activadas (fosforiladas) de los efectores de UPR
pPERK, pelF2a, pIREla en neuronas hipocampales (Duran-Aniotz et al. 2017; J. J. M.
Hoozemans et al. 2005). Niveles incrementados de los efectores activados también son

detectables en modelos murinos de la EA (Duran-Aniotz et al. 2017; Devi y Ohno 2014), y
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han llevado a evaluar distintas intervenciones terapéuticas sobre esta via, aunque los
resultados no han resultado siempre consistentes (Hoshino et al. 2007). En contextos de
estrés de RE constitutivo, la activacion excesiva de las vias de UPR lleva la sefalizaciéon de
vias proinflamatorias como NFkB y NLRP3, que se han detectado en el hipocampo de
pacientes con EA (Ismael et al. 2021). In vitro, la sefializacion de NFkB puede aumentar la
expresion de BACEL, lo que podria contribuir al incremento de la amiloidogénesis (RoRner
et al. 2006).

En cuanto a la UPR y sus marcadores en la vasculatura cerebral, la informacion con la que
se cuenta es limitada. Un estudio reciente de traumatismo cerebral observo que la vasculatura
respondia preponderantemente induciendo la expresion de la proteina XBP1 en la zona de la
lesion (Zeng et al. 2009). In vitro, se ha demostrado que la alteracion en el flujo sanguineo
genera una activacion sostenida de XBP1, causando la desdiferenciacion y apoptosis de
células endoteliales. Esta expresion también se asocio a la pérdida de células endoteliales en
la vasculatura y generacion de placas ateroscleréticas en la aorta (Zeng et al. 2009).

Las células de microvasculatura cerebral en un microambiente inflamatorio son a la vez
participantes activos y reguladores de los procesos inflamatorios. Se ha observado que
diversos contextos patolégicos como el estrés de RE, el estrés oxidativo, la disfuncion
mitocondrial y activacion inmune, tienen en comun la activacion del inflamasoma NLRP3 en
células endoteliales, lo cual contribuye a la disfuncién vascular (Bai et al. 2020). Las injurias
mediadas por NLRP3 se han vinculado a la expresion de moléculas de adhesion celular y
guimiocinas, disfuncién mitocondrial, internalizacion de proteinas cadherinas en los contactos
célula-célula, disminucién de la proteina de unidon estrecha zona occludens-1 y el
remodelamiento del citoesqueleto, contribuyendo a la disfuncién endotelial tanto in vitro como
in vivo (X.-X. Li etal. 2019; Lv etal. 2017). Esto tiene por efecto un aumento de la
permeabilidad endotelial, la infiltracion exacerbada de células del sistema inmune y la
hipercontractilidad en células endoteliales.

Ademas, en el contexto patoldgico, la sefializacion de NLRP3 puede llevar a la muerte celular
de células endoteliales mediante un proceso de formacion de poros en la membrana
plasmatica denominado piroptosis (Jiang et al. 2018). La piroptosis es un mecanismo de
muerte celular programada causada por inflamacion en la cual se encuentra involucrada la

produccion de IL-1f y el subsecuente clivaje y activacion de caspasa-1. Este proceso se ha
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vinculado en modelos murinos de sepsis e intoxicacion por cadmio con la disrupcion de la
BHE y la muerte de células endoteliales (Q. Chen et al. 2019; Haiyan Chen et al. 2016).
También se ha asociado a la activacion de NLRP3 en células endoteliales con la ruptura de
la BHE y microhemorragias cerebrales (Andjelkovic et al. 2023; H. Wang et al. 2015). Sin
embargo, estos mecanismos no han sido explorados respecto a potencial rol en la disfuncién
vascular durante la patogénesis de la EA, y la bibliografia sobre la activacién de mecanismos
de estrés de RE en microvasculatura cerebral es muy escasa. Fonseca y colaboradores
demostraron que un insulto agudo de altas concentraciones de AR 1-40 causa apoptosis
mediante la activacion de mecanismos de estrés de RE en células RBE4, linea endotelial
obtenida de cerebro de ratén (Fonseca et al. 2013). Sin embargo, en una patologia progresiva
como la EA, resulta muy relevante estudiar la disfuncién vascular previa a la muerte endotelial
y los mecanismos que pueden subyacer a dichas alteraciones, donde lo que predomina son
los cambios fenotipicos como la pérdida de integridad de la BHE y cambios en la expresion

de las células endoteliales.

Galectinas

Las proteinas, pueden ser modificadas durante y luego de su traduccién. La glicosilacién, que
consiste en la adicién de glicanos en determinados residuos, es la modificaciébn post-
traduccional mas comun, presente en mas del 50% de las proteinas (Haukedal y Freude
2021). La unién de carbohidratos tanto a proteinas como lipidos depende de la accién de
enzimas modificadoras de glicosilacion, como las glicosil-transferasas y las glicosil-
hidrolasas, que se encuentran asociadas al reticulo endoplasmético (RE) y al aparato de Golgi
(Marifio et al. 2023). En humanos, se han descrito 10 monosacaridos principales presentes
en estos glicoconjugados: glucosa, galactosa, N-acetilglucosamina, N-acetilgalactosamina,
fucosa, xilosa, acido sidlico, &cido glucurénico, manosa y acido idurénico. Los
glicoconjugados son dindmicos y pueden variar en respuesta a diversos estimulos
intracelulares y del entorno, como el estrés metabdlico, disponibilidad de glucosa y oxigeno,
citoquinas, entre otros (Pinho et al. 2023). Las diversas estructuras posibles de los glicanos y
glicoconjugados dan lugar a una amplia variedad de funciones. Los glicanos cumplen roles

importantes en las interacciones con otras células y moléculas, metabolismo energético y su
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estructura (Haukedal y Freude 2021). La glicobiologia estudia el complejo repertorio de las
estructuras glicosidicas presentes en todas las células y tejidos, las cuales tienen un enorme
impacto en las funciones biolégicas y el destino celular (Marifio et al. 2023).

En las células, la glicosilacion de proteinas desempenia tres funciones esenciales. En primer
lugar, algunos glicanos conforman estructuras con propiedades fisicas singulares, por
ejemplo, otorgadndoles propiedades hidrofébicas o hidrofilicas, que son relevantes en la
fisiologia de la proteina a la que se unen. En segundo lugar, los glicanos tienen la capacidad
de regular la funcion o las caracteristicas de la entidad a la que se adhieren, ya sea
controlando la estabilidad de proteinas o la formacién de dimeros en receptores. Por ultimo,
ciertos glicanos funcionan como ligandos para lectinas, que son receptores especializados
con sitios de reconocimiento de carbohidratos (Smith y Bertozzi 2021). Especialmente, las
proteinas de superficie presentan vias de iniciacion de mecanismos de sefalizacion
dependientes del tipo de lectina y del sitio de unidn de éstas, lo que le permite la comunicacion
de la célula con el microambiente en el que se encuentre.

Diversas condiciones patologicas se han asociado a glicosilacion aberrante. Por ejemplo, en
tumores las células inmunes y endoteliales presentan cambios en su glicoma, lo que tiene
impacto sobre procesos de adhesion celular, transicién epitelio-mesenquimal, angiogénesis,
sefializacién inmune y metéstasis (Marifio et al. 2023). Por lo tanto, las lectinas son las
encargadas de traducir el complejo lenguaje de los glicoconjugados en eventos bioldgicos.
Estas proteinas capaces de reconocer patrones de glicosilacion especificos suelen dividirse
en tres grandes familias: lectinas tipo C, siglecs y galectinas (Rabinovich y Toscano 2009).
Las galectinas son una familia de proteinas de unién a glicanos conservadas evolutivamente
que reconocen multiples unidades de N-acetilactosamina (LacNAc, GalB1,4GIcNAc)
presentes en los N- y O-glicanos de los glicoconjugados de la superficie celular (Troncoso
et al. 2023). Las galectinas regulan diversos procesos entre los que se encuentran la
diferenciacion, proliferacion, migracion y muerte celular (Toscano etal. 2018). Se ha
observado que las galectinas pueden inducir la reprogramacion del fenotipo celular,
participando en una variedad de procesos fisiopatoldgicos relacionados con la respuesta
inmune, la fibrosis y la respuesta tumoral (Pinho etal. 2023). Las galectinas han sido
clasificadas en tres subfamilias segun su estructura. Las galectinas prototipo cuentan con un

sitio idéntico de unién a carbohidratos y funcionan como monémeros o homodimeros, entre
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las que se encuentran galectina-1 (Gall), galectina-2, galectina-5, entre otras (Figura 12A).
En segundo lugar, tipo quimera, que contienen solo un sitio de unién a carbohidratos y pueden
oligomerizar a través del extremo N-terminal que no cumple funcién de lectina. De este grupo
s6lo se ha identificado galectina-3 hasta el momento (Figura 12B). Por ultimo, la subfamilia
de “repeticiones en tandem” se caracteriza por dos sitios de reconocimiento de carbohidratos,
cada uno con una especificidad distinta, unidos por un péptido enlazante flexible, como son
galectina-4 y galectina-8 (Figura 12C). Dependiendo de las distintas especificidades de union
a carbohidratos y del estado de oligomerizacién, estas proteinas pueden formar entramados
interactuando con multiples ligandos glicosilados en la superficie celular y/o con
glicoproteinas de la matriz extracelular (Figura 12). De esta manera, pueden asociarse a
diferentes respuestas biolégicas y modular los eventos de sefalizacién transmembrana
mediante la segregacién selectiva de receptores, la retencion y la endocitosis (Marifio et al.

2023).
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Figura 12. Clasificacion de las galectinas en tres subfamilias segun su estructura. A) Prototipo (Gall, Gal2, Gal5,
Gal7, Gall0, Galll, Gall3, Gall4 y Gall5): funcionan como mondémeros u homodimeros no covalentes con
dominios de reconocimiento de carbohidratos idénticos. B) Quimera (Gal3): contienen un solo sitio de
reconocimiento de carbohidratos y pueden oligomerizar por un dominio en su sitio N-terminal. C) Repeticién en
tandem (Gal4, Gal8, Gal9 y Gall2): presentan dos dominios de reconocimiento de carbohidratos, cada uno con
una especificidad distinta unidos por un péptido enlazante flexible. Las galectinas pueden forman entrelazamientos

caracteristicos de cada subfamilia. Imagen modificada de Marifio et. al 2023 Nat. Rev. Drug. Disc.

Las galectinas han sido fuertemente asociadas con la regulacion de la respuesta inmune.
Mientras que algunos miembros de esta familia, como la galectina-3, se comportan
predominantemente como amplificadores de la cascada inflamatoria, otros, como Gall,

desencadenan sefales inmunosupresoras. Estas proteinas de union a carbohidratos,
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identificadas por compartir secuencias consenso de aminoacidos y afinidad por azlcares que
contienen beta-galactésidos, participan en la homeostasis de la respuesta inflamatoria. En
gran parte por su capacidad de modular la respuesta inmune, las galectinas desempefian un
papel significativo en multiples aspectos distintivos de la progresion tumoral (Marifio et al.
2023). La regulacion del sistema inmunoldgico puede, a su vez, afectar la resistencia a
diversas modalidades de tratamiento contra el cancer. Sin embargo, el rol de las galectinas
depende del estado de oligomerizacion, el estado de oxidacion que presente el
microambiente, y la remodelacion de glicanos en forma de glicoproteinas o glicolipidos en
células blanco (Cutine et al. 2021; Rabinovich y Croci 2012; Rabinovich y Toscano 2009).
Otra accion descrita para las galectinas es la facultad de participar en circuitos reguladores
gue amplifican, mantienen o reducen la fibrosis y la inflamacion tisular al interactuar
selectivamente con distintos tipos celulares y sus microambientes (Marifio etal. 2023,
Toscano et al. 2018). Como consecuencia, se ha propuesto a las galectinas y los circuitos
gue modulan (ya sea mediante la amplificacion o la inhibicion de los mismos) como
potenciales blancos terapéuticos en diversas condiciones patoldgicas.

En particular, Gall reconoce preferentemente residuos N-acetil lactosaminas (LacNAc)
terminales tanto en N- como en O-glicanos (Figura 13). Modificaciones en las estructuras
glicosidicas pueden alterar las interacciones galectina-glicano. En este sentido, Gall
mantiene su afinidad de la secuencia LacNAc tras la incorporacion de un acido sialico terminal
en a2-3, pero la union de acido sidlico ligado a a2-6 a los glicoconjugados impide su union
(Rabinovich y Toscano 2009).

Esta galectina se expresa en distintos tipos celulares incluyendo células inmunes,
endoteliales, epiteliales y de origen neuronal. Se ha descrito la unién de Gall a receptores en
diversos tipos celulares que presentan glicosilaciones permisivas, algunos de los cuales se
ejemplifican en la Figura 13 (Troncoso et al. 2023). Uno de éstos es CD146, una proteina
presente en las uniones de adhesion celular, que se puede encontrar presente en células de
musculo liso vascular, células endoteliales, y varios tipos de cancer. In vitro, se observo
mediante ensayos de coinmunoprecipitacion, que Gall se une a este receptor en la linea de
células endoteliales umbilicales HUVECs (Jouve et al. 2013). Ademéas, Gall es capaz de
reconocer azucares presentes en proteinas integrinas, proteinas de membrana que se unen

a la matriz extracelular y tienen la capacidad de sefalizar de manera bidireccional hacia
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dentro y fuera de la célula. El reconocimiento de Gall por ciertas integrinas se ha comprobado
en células de masculo liso vascular y trofoblastos, entre otras (Boji¢-Trbojevi¢ et al. 2018;
Moiseeva et al. 2003). Otro receptor de adhesion que puede interactuar con Gall es CD44,
involucrado en el anclaje de células a la matriz extracelular. Los receptores para el factor de
crecimiento de vasculatura endotelial (VEGFR) 1y 2 también ofrecen sitios de reconocimiento
para Gall, constituyendo otra via por la cual Gall puede interactuar con células endoteliales
(D’Haene et al. 2013; Croci et al. 2014). Como se observa en la Figura 13, los receptores de
membrana asociados al lisosoma también pueden ser modificados con N- y O-glicanos y ser
reconocidos por Gall (Clemente et al. 2017). Estas proteinas son encargadas de transportar
moléculas exdgenas de la membrana plasmética al lisosoma y protegen la membrana
lisosomal de la degradacion, por lo que se encuentran involucradas en multiples procesos,
gue incluyen la autofagia, la fagocitosis y el transporte intracelular. Ademas, se ha
demostrado que Gall puede unirse a los receptores CD45 y al glicotipo TF/CD176. CD45 se
encuentra ampliamente expresado en células mieloides, como la microglia. De esta manera,
Gall es potencialmente capaz de unirse a multiples receptores y tipos celulares, induciendo
una gran variedad de mecanismos biolégicos. Respecto a la respuesta inducida por Gall,
hasta el momento, la bibliografia demuestra que Gall promueve la tolerancia inmunolégica
(Thijssen et al. 2015). Se ha descrito su rol en la resolucion de la respuesta inmune tanto a
través de la modulacién de respuestas adaptativas como innatas (Cutine etal. 2021).
También se ha detectado la expresion aumentada de esta galectina en mdltiples tipos de
cancer. En el microambiente tumoral, Gall promueve la diferenciacién de células dendriticas
tolerogénicas, la proliferacion de linfocitos T regulatorios CD4+ y CD8+ e induce la apoptosis

de células T efectoras helper 1 (TH1), TH17 y CD8+ (Cagnoni et al. 2021).
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Figura 13. Diversos receptores con sitios de unién para Gall. Gall reconoce preferentemente residuos LacNAc
terminales tanto en N- como en O-glicanos. Puede unirse al acido sialico terminal a2-3 de la secuencia LacNAc,
pero el acido sialico a2-6 impide la union de esta lectina. LacNAc: N-[B-D-Galactopiranosil-(1—4)-(2-deoxi-D-

glucos-2-il)Jacetamida (GalB1-4GIcNAc). Imagen modificada de Troncoso et. al 2023 JBC Reviews.

Ademas, Gall desencadena el reclutamiento y diferenciacion de macr6fagos
inmunosupresores (tipo M2) al sitio tumoral y la sintesis de citoquinas antiinflamatorias como
IL-10 e IL-27 (Marifio etal. 2023). Por ello, en el microambiente tumoral, la actividad
inmunosupresora de esta lectina se asocia a un peor pronéstico (D. Liu, Zhu, y Li 2023).
También se ha descrito un rol proangiogénico para Gall a partir de la interaccion con los N-
glicanos del receptor VEGF-R2, preservando su activacién y promoviendo la resistencia
tumoral en terapias anti-VEGF (Croci et al. 2014). En este sentido, se han desarrollado
anticuerpos anti-Gall con el fin de disminuir la inmunotolerancia tumoral y la angiogénesis,
disminuyendo la resistencia a terapias contra el cancer (Bannoud et al. 2023; Pérez Saez et
al. 2021; Croci et al. 2012).

Al contrario, se ha propuesto que, en enfermedades de caréacter inflamatorio, la naturaleza
antiinflamatoria de Gall puede resultar beneficiosa. En el SNC, se comprob6 la capacidad de
Gall de modular la diferenciacion y el fenotipo de los astrocitos y la microglia (Sasaki et al.
2004). Como se mencion0 previamente, Gall es capaz de unirse a la microglia y detener el
proceso proinflamatorio en un contexto de neurodegeneracion. Starossom y colaboradores

estudiaron los efectos de Gall en un modelo experimental de la enfermedad
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neurodegenerativa esclerosis multiple, determinando que los astrocitos modulan la activacion
microglial hacia un fenotipo M2 antiinflamatorio secretando Gall (Starossom et al. 2012). En
un estudio in vivo en ratones, se ha demostrado que Gall colabora con la regeneracion
neuronal después de una lesion de la médula espinal mediante la modulacion de células
inmunes (Kurihara et al. 2010). Quinta y colaboradores luego demostraron que el tratamiento
con Gall recombinante contribuy6 a la regeneracion axonal y la recuperacion locomotora tras
una lesién medular mediante el reconocimiento de carbohidratos en el complejo de receptores
formado Neuropilina-1 y PlexinA4 en neuronas lesionadas (Quinta et al. 2014).

La evidencia también vincula a Gall positivamente con la neurogénesis del hipocampo, asi
como el aprendizaje y las funciones cognitivas (Sakaguchi et al. 2011). En un modelo de
isquemia cerebral se determind que Gall interviene en la recuperacion de la zona lesionada
y es capaz de disminuir la muerte neuronal mediante la modulacién astrocitica hacia un
fenotipo neuroprotector que induce la neurogénesis (Qu et al. 2010; Ishibashi et al. 2007).
Por otro lado, también ha comenzado a ser estudiada la accion protectora de Gall, tanto
enddgena como recombinante, sobre la vasculatura. A nivel sistémico se ha observado que
en un modelo de aterosclerosis, Gall fue capaz de disminuir el tamafio de la placa
aterosclerética y a su vez, preservo las células de musculo liso vascular (Roldan-Montero
et al. 2022). En el SNC, Cheng y colaboradores indujeron isquemia fotoquimica en el cerebro
de ratones y detectaron un aumento de Gall que correlacion6 con un aumento de la expresion
de VEGF y MMP9, los cuales demostraron in vitro, ser secretados por células endoteliales,
requeridos para el remodelamiento vascular post-isquémico. A su vez, demostraron que la
administracién de Gall mejoro la recuperacion del flujo sanguineo y la remodelacion vascular.
Dicho trabajo también reporté que Gall es capaz de potenciar la proliferacién celular, la
capacidad de migracion y de formacion tubular de células endoteliales (Roldan-Montero et al.
2022).

Como consecuencia del potencial rol neuroprotector de Gall, esta Tesis se propuso estudiar
sus efectos en la EA. Ademas, por la preponderancia de las alteraciones vasculares durante
la patologia, y la implicancia de Gall en la modulacion vascular, el enfoque se dirigio a la

microvasculatura cerebral.
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Objetivo General

Esta Tesis se propone estudiar las alteraciones estructurales y funcionales en la
microvasculatura cerebral en la Enfermedad de Alzheimer (EA) y evaluar la capacidad de
Galectina-1 (Gall) de modular la EA experimental y su potencial terapéutico. Se estudiaran
parametros estructurales e indicadores de la funcionalidad de la microvasculatura, como
también otros componentes que actlan en conjunto para un correcto funcionamiento cerebral.
Especialmente, se analizara como posible blanco de la acciéon de Gall a las células
endoteliales de la vasculatura cerebral.

La hipétesis general de esta Tesis propone que Gall modula la vasculatura cerebral y su
capacidad de comunicacion con los astrocitos que, junto con las propiedades
neuroregenerativas y la promocion de una glia neuroprotectora, esta lectina disminuiria el
tono inflamatorio cerebral y recuperaria alteraciones cognitivas en la EA. La microvasculatura
es un blanco temprano de la enfermedad y se hipotetiza que Gall ejerce acciones
concertadas sobre el endotelio cerebral, reduciendo su activacion y recobrando su
fundamental capacidad de barrera, posiblemente a través de la regulaciéon del estrés de

reticulo endoplasmico, entre otros mecanismos.

Objetivos especificos

1- Abordar el efecto del tratamiento con Gall recombinante sobre un modelo murino
de la EA experimental en etapa sintomética, en particular sobre la memoria espacial y

los depositos amiloides de localizacion parenquimatica y perivascular.

Hipétesis: El tratamiento con Gall proporciona una mejora cognitiva que esta acompafiada
de cambios en los eventos histopatoldgicos en la UNV que tienen lugar en el desarrollo de la

EA.
Se propone explorar la capacidad neuroprotectora del tratamiento con Gall recombinante en

la EA experimental, a través de la modulacién de los componentes de la UNV. Este objetivo

se abord6 en las partes 1y 2 de la seccion de Resultados.
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2- Evaluar el efecto del tratamiento con Gall recombinante sobre la EA experimental,
con énfasis en las propiedades y caracteristicas de la microvasculatura del hipocampo

incluyendo la interaccion astrocito-endotelio.

Hipotesis: Las alteraciones vasculares contribuirian al desarrollo de la EA, impidiendo la
correcta comunicacion de los componentes de la UNV y Gall protegeria la vasculatura
cerebral, la integridad de la BHE vy lograria recuperar la comunicacion glial-vascular, en el

contexto de la EA experimental.

Se propone evaluar las alteraciones morfolégicas de la vasculatura cerebral y su microentorno
en la EA experimental en etapa sintomatica, y el impacto del tratamiento con Gall. Los
resultados correspondientes a la evaluaciéon de este objetivo se muestran en las partes 3y 4

de la seccién de Resultados.

3- Evaluar la potencialidad protectora de Gal 1 sobre propiedades de las células
endoteliales in vitro expuestas a péptidos amiloides, en términos de resistencia
transendotelial, presencia de proteinas de union estrecha e involucramiento de las vias

del estrés de reticulo endoplasmico.

Hipodtesis |: Durante la EA se experimentaria pérdida de integridad de la BHE y el tratamiento
con Gall induciria su recuperacion.

Hipotesis II: La patologia amiloide induce pérdida de la capacidad de proteostasis celular,
causando activacion endotelial y promoviendo las vias de estrés de reticulo endoplasmético

maladaptativo, y el tratamiento con Gall restauraria estas vias.

Se propone estudiar el impacto del tratamiento con Gall sobre células endoteliales de la
microvasculatura cerebral en un modelo in vitro de la EA. Ademas, se buscara explorar la
contribucién de las vias de estrés reticular e inflamacion a la disfuncién endotelial como

posibles blancos asociados a los efectos protectores de Gall en un modelo in vitro de la EA.



Se expone lo explorado en relacion con este objetivo en las partes 5y 6 de la seccién de

Resultados.

4- Estudiar el impacto del tratamiento con Gal 1 recombinante en ratones del modelo
experimental de EA en edad sintomatica sobre el transcriptoma del hipocampo, en

particular, estudiando procesos biolégicos y celulares alterados por la patologia.

Hipodtesis: Gall ejerceria efectos reguladores sobre la expresion génica en el hipocampo,
influyendo en vias clave asociadas con la neuroinflamacién, funcion vascular, el estrés

oxidativo, la plasticidad sinaptica y otros procesos relevantes para la fisiopatologia de la EA.

Se propone explorar los cambios transcripcionales a partir de muestra de ARN total de
hipocampo de ratones en el contexto de la EA experimental en etapa sintomatica y los efectos
del tratamiento con Gall recombinante. Los resultados obtenidos se proporcionan en la parte

7 de la seccion de Resultados.
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Resultados



Parte 1.

Memoria espacial y depositos amiloides del hipocampo de

ratones PDAPPJ20. Efecto del tratamiento con Galectina-1.

Evaluacién de la memoria espacial de los ratones

Para evaluar el impacto de Gall se conformaron 4 grupos experimentales que incluyeron
ratones transgénicos (Tg) o no transgénicos (NTg) de 12 meses tratados con Gall
recombinante (100 pg/dosis) o con vehiculo durante tres semanas NTg-Gall, NTg-Veh, Tg-
Gall y Tg-Veh. El protocolo del tratamiento se indica en el esquema de la Figura 39 de
Metodologia Experimental, donde se detalla que los ratones recibieron tres inyecciones

intraperitoneales por semana, llegando a un total de 9 inyecciones.

En primer lugar, se evalué la memoria dependiente del hipocampo a corto y mediano plazo
con el fin de estudiar la esfera cognitiva de estos ratones. Primero, se realiz6 una prueba
especifica que evalla la capacidad de reconocimiento de un objeto en una nueva locacion en
comparacion a un objeto no relocalizado (prueba de locacion novedosa de un objeto, o NOL
por sus siglas en inglés Novel Object Location recognition test). Esta evaluacién consiste en
dos fases de exploracion de 10 minutos de duracién separadas por un intervalo, como se
muestra en el esquema de la Figura 14B. En la primera fase, de entrenamiento o T1, los
ratones son colocados en una caja, con la que previamente fueron familiarizados, con dos
objetos idénticos que se ubican en una determinada configuracion espacial por 10 minutos.
Durante el intervalo, de 60 min de duracion, los ratones vuelven a sus jaulas. En la siguiente
fase, de evaluacion o T2, se cambia la posicion de uno de los objetos y se analiza la
exploracién de los dos objetos, uno en una posicion conocida y otro en una novedosa. Esta
prueba se basa en la amplia bibliografia que indica que los roedores exploran en mayor
proporcion el estimulo desconocido o que ofrece novedad, y esta capacidad es dependiente
de la integridad del hipocampo (Kharkongor, Nambi, y Radhakrishnan 2024; Tan et al. 2024;
Y. Chen et al. 2024).
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Figura 14. El tratamiento con Gall mejora la memoria espacial en ratones PDAPPJ20 de 12 meses. (A) El
esquema muestra las etapas de la prueba de locacion novedosa de un objeto (NOL) para evaluar la memoria
espacial. (B) El desempefio se indica segun el tiempo explorando el objeto relocalizado respecto al tiempo de
exploracion total p **p<0.01 (prueba t de una cola comparando vs exploracion al azar de ambos objetos, 50%).

(C) Esquema de la prueba de laberinto en Y (laberinto en Y). (D) El desempefio se indica segun el tiempo



explorando el brazo novedoso respecto al tiempo de exploracién total #p<0.05 por contraste ortogonal. (E)
Distancia total recorrida (cm) en la prueba de campo abierto. Ningin animal participé de ambas pruebas cognitivas

(Por grupo: NOL: n>4; Laberinto en Y: n>5; Campo abierto: n=7).

Para evaluar el desempefio cognitivo de los ratones, se cuantificd el tiempo de exploracion
del objeto relocalizado y se lo relativizé al tiempo de exploracion total de la segunda fase.
Como era de esperar, los ratones NTg-Veh exploran mayormente el objeto relocalizado, como
se indica en la cuantificacién en la Figura 14B. Los ratones Tg-Veh, en cambio, ho mostraron
dicha preferencia, lo que significa un peor desempefio en esta prueba. Los animales Tg-Gall
recuperaron la capacidad de realizar esta tarea correctamente, o que se asocia a una mejora

de la memoria espacial a corto plazo que depende especialmente del hipocampo.

En segundo lugar, en otro grupo de animales, se realizé la prueba comportamental del
laberinto en Y, que presenta una configuracion espacial de tres brazos. La prueba
comportamental consistié en una primera exposicion al laberinto en Y (T1) donde el animal
exploré durante 10 minutos. En esta fase, el ratdn tiene acceso a dos brazos del laberinto, ya
gue uno se encuentra cerrado. Luego de un intervalo de 4 h donde permanece en su jaula, el
animal vuelve al laberinto (T2) pero esta vez los tres brazos se encuentran disponibles. Se
midio el tiempo de exploracién de cada brazo y, para su cuantificacién, se calcul6 el tiempo
gue el animal explora el brazo novedoso respecto a la suma del tiempo de exploracion total
entre los tres brazos. Se evidencié mediante un contraste ortogonal que los animales Tg-Veh
exploraron el brazo novedoso un tiempo menor que el grupo NTg-Veh, indicando menor
reconocimiento del brazo familiar. Sin embargo, esta disminuciéon no se observa en el grupo
Tg-Gall, lo que evidencia una recuperacion del desempefio esperado para esta prueba
asociada a la memoria espacial a mediano plazo. Por lo tanto, ambas pruebas de memoria
espacial contribuyen a la hipétesis que el tratamiento con Gall es beneficioso para la funcién
cognitiva de los ratones modelo de la EA. Complementariamente, se evalué la actividad
locomotora de los ratones transgénicos. Nuestro grupo ha publicado anteriormente que los
ratones PDAPPJ20 muestran hiperactividad y comportamiento de tipo ansioso en las pruebas
de campo abierto (Beauquis et al. 2014). El tratamiento con Gall no modificé la distancia
recorrida de los ratones transgénicos, lo que permite inferir que los cambios observados en
el NOL y laberinto en Y son independientes de la capacidad locomotora de los ratones (Figura

14E).
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Depdsitos amiloides en el hipocampo

Empleando los cortes histologicos del cerebro de los ratones, se procedié a la evaluacion de
depdsitos de AB en el parénquima del hipocampo mediante la tincion de rojo Congo. El rojo
Congo es un colorante aniénico que tiene afinidad por los agregados proteicos insolubles, lo
gue permite la visualizacion de depdsitos amiloides en el parénquima cerebral bajo el
microscopio. Luego, las placas amiloides pueden ser cuantificadas por su tamafio y niumero
en las iméagenes tomadas. Los detalles metodolégicos se describen en la seccién de
Metodologia Experimental. La Figura 15 muestra imagenes representativas de la tincion sobre
cortes coronales de cerebro de los grupos Tg-Veh y Tg-Gall. Se observé que la presencia de
placas rojo Congo+ en la region del hipocampo resulté evidentemente menor en los animales
Tg-Gall. En primer lugar, se realizé una evaluacion cuantitativa del area total de los depdsitos
amiloides respecto al area hipocampal. Dicho analisis revel6 que el tratamiento con Gall se
asocié a una disminucion del 46% de los depdsitos parenquimaticos rojo Congo+ en
comparacion a los ratones Tg-Veh (Figura 15B). También se explor6 la densidad de placas,
segun el numero de depdésitos por area del hipocampo. La cuantificacion mostré que este
parametro también se encontraba disminuido, lo que demuestra que la caida de la carga
amiloide podria estar reflejando una menor cantidad de depdésitos. Para profundizar dicha
observacion, se emplearon los datos del nUmero y area de las placas y se realiz6 el grafico
de frecuencias que se muestra en la Figura 15. Alli se observa el nimero de depdsitos segun
su area para los animales Tg-Veh y Tg-Gall. Este analisis permitié identificar que las
diferencias en la carga amiloide observadas en la Figura 15 se debieron a una disminucion
en las placas de menor tamafo en los animales tratados con Gall, especificamente aquellas
con un area de hasta 50 um?. También se observé una disminucién no significativa del nimero
de placas entre 50-100 um? en los animales Tg-Gall, respecto a los que recibieron vehiculo
(p=0.07). Esto permite inferir un aumento de los procesos de degradacion de las placas
pequefias 0 una menor generacion de nuevos depoésitos en el grupo Tg-Gall, siendo los
mecanismos mas relevantes para la eliminacion de AR la fagocitosis mediada por la microglia

o el clearance a través de la vasculatura.
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Figura 15. El tratamiento con Gall disminuyo las placas en el parénquima del hipocampo de ratones PDAPPJ20
de 12 meses. (A) Imagenes representativas de hipocampo en cortes coronales de 60 um con tincién de rojo Congo
para visualizar las placas amiloides. (B) La carga amiloide se calculé segin porcentaje del area del hipocampo
cubierta por depésitos (C) La densidad de la ocurrencia de placas se cuantific6 como el nimero de placas por
area. (D) Grafico de frecuencias evidenciando el nimero de placas segin tamafio. Tg-Veh n=7, Tg-Gall n=10.

*p<0.05 (prueba de t, de dos y una cola en B y C, respectivamente). Barra de escala = 150 um.
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Depdsitos vasculares de AB en el hilio del hipocampo

Los depdsitos vasculares de amiloide se asocian a dafio tisular, como la alteracion de la BHE
y la limitacion del intercambio de fluidos, oxigeno y metabolitos de deshecho (Gireud-Goss
et al. 2021; Park et al. 2014). A su vez, alteran la comunicacion entre los componentes de la
UNV y se han relacionado directamente con la disfuncion del acoplamiento neurovascular,

pérdida de células de muasculo liso y pericitos.

La bibliografia actual da cuenta de que el hilio es una region tempranamente susceptible en
la patologia, e intimamente relacionada con los procesos cognitivos de los ratones (Pomilio
et al. 2016). Por lo tanto, se procedi6 a explorar la angiopatia amiloide cerebral en el hilio del
hipocampo. Se empleé la técnica de inmunofluorescencia con el anticuerpo anti-Af 4G8
acoplada a una tincion de lectina de tomate-FITC (Lectina-FITC) para visualizar la
microvasculatura y luego poder analizar los depésitos amiloides sobre los vasos. Los detalles
del analisis y procedimiento de cada técnica se describen en la seccion de Metodologia

Experimental.

La Figura 16 muestra imagenes representativas de dichas marcaciones para animales Tg-
Veh y Tg-Gall, donde se evidencia una menor sefial de AB en la microvasculatura de los
animales Tg que recibieron Gall en comparacion con los que recibieron vehiculo.
Efectivamente, el analisis mostré que la colocalizacién de Lectina-FITC con AB disminuyd
significativamente en el grupo Tg-Gall respecto a los Tg-Veh, como se observa en la Figura
16C. De la misma manera, el nimero de segmentos vasculares con presencia de Ap también
fue menor en el grupo Tg-Gall (Figura 16D). Teniendo en cuenta que se ha demostrado
previamente que Gall ejerce propiedades pro-angiogénicas (Croci et al. 2012; Croci et al.
2014), se evaluo la densidad vascular en esta region y se observo que, al menos tras este
tratamiento de 3 semanas de duracion, este parametro no se vio afectado (Figura 16B). Por
lo tanto, la disminucion de AR vascular no se debié a un cambio en la red vascular sino,

posiblemente, a una remocion del péptido.
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Figura 16. Gall disminuyd los depdsitos vasculares de AB en el hilio del giro dentado de ratones PDAPPJ20 de
12 meses (A) Imagenes representativas de los cortes coronales de 60 pm procesados para inmunofluorescencia
contra 4G8 (rojo) acoplada a tincién con Lectina-FITC (Lec, verde). (B) Cuantificacion de la colocalizacion de
ambos marcadores expresada como el porcentaje de area Lectina-FITC+ que se encuentra colocalizando con la
sefial de 4G8 respecto al area total Lectina-FITC+ (C) Nimero de segmentos vasculares conteniendo AB. (D)
Cuantificacion de la densidad vascular. B y C, *p<0,05 (prueba de t, una cola). D, ANOVA de dos vias. Se

emplearon 4-5 cortes de hipocampo por animal, n=4 animales por grupo. Barra de escala = 20 pm.
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Parte 2.

Alteraciones vasculares en hipocampo de ratones

PDAPPJ20 y efecto del tratamiento con Galectina-1.

Permeabilidad de la barrera hematoencefalica en el hilio del
hipocampo

El aumento de la permeabilidad de la BHE en el hipocampo se encuentra asociado al
envejecimiento y a la disfunciéon cognitiva (Montagne et al. 2015). La disrupcién de la BHE
lleva a respuestas inflamatorias y neurodegenerativas, por lo que la permeabilidad vascular

es un parametro determinante en la progresion de la EA (Sweeney, Sagare, y Zlokovic 2018).

En consecuencia, se evalud la integridad de la microvasculatura del hilio del giro dentado de
los ratones PDAPPJ20 mediante un ensayo de permeabilidad a moléculas presentes en el
torrente sanguineo. Como se muestra en el esquema de la Figura 17A, este analisis se realizé
mediante una inyeccion en la vena de la cola de 100 pl de Evans Blue (EB) 2% en solucion
salina, con el objetivo de evaluar posibles alteraciones en ratones transgénicos y el potencial
efecto protector de Gall en la microvasculatura. Este colorante se conjuga en sangre con la
proteina albumina y atraviesa la BHE sélo en condiciones de disrupcion o dafio. El

procedimiento se detalla en la seccion correspondiente de Metodologia Experimental.
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Figura 17. Gall se asoci6é con una disminucién de la permeabilidad de la barrera hematoencefalica en el hilio de
ratones PDAPPJ20 de 12 meses. (A) Esquema del procedimiento experimental para la prueba de EB. (B)
Imagenes representativas de los tres grupos experimentales de la seccidn del hilio evidenciando en magenta la
sefial de EB. La flecha blanca indica la presencia de una microhemorragia. (C) Densidad 6ptica de EB respecto al
area cuantificada, expresada como porcentaje respecto del grupo NTg-Veh. (D) Nimero de microhemorragias por
um?, expresado como porcentaje respecto del grupo NTg-Veh. Los andlisis corresponden al hilio del hipocampo.
C y D *p<0.05 (ANOVA seguido de contrastes de Tukey). Se emplearon 4-5 cortes de hipocampo por animal, n=4

animales por grupo. Barra de escala = 25 pm.

Los ratones Tg-Veh evidenciaron mayor presencia de EB en el hilio del hipocampo
comparados con los NTg-Veh, donde la marca de EB resultd muy escasa, revelando un
aumento de la permeabilidad de la BHE (Figura 17A). La cuantificacion de este parametro se

realizé mediante la evaluacion de la densidad Gptica de EB respecto al area y se muestra en
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la Figura 17C, en porcentaje respecto al grupo NTg-Veh. La marca positiva para EB resulto
mayor en el grupo Tg-Veh que en el grupo NTg-Veh, mientras que el grupo Tg-Gal mostro
niveles semejantes a los ratones NTg-Veh, lo que evidencia una recuperacién de la integridad

de la microvasculatura en esta region.

Diversos estudios clinicos en pacientes han determinado que pacientes con EA presentan
focos microhemorragicos con una prevalencia de entre 26-48% (Vazquez-Justes et al. 2022;
Ungvari et al. 2017; Yates et al. 2014; Benedictus et al. 2013). A su vez, modelos animales
de la EA también recapitulan este indicador de dafio vascular, especialmente en asociacion
a la angiopatia cerebral amiloide. También se ha sugerido que el nimero de eventos
microhemorragicos podria funcionar como un marcador del declive cognitivo y el estado de la

patologia en la EA (Ungvari et al. 2017)

En concordancia con esto, las imagenes obtenidas en este analisis mostraron claramente la
presencia de microhemorragias vasculares, como la que se ilustra en la imagen
correspondiente a un ratén del grupo Tg-Veh de la Figura 17B mediante una flecha blanca.
Mientras que las microhemorragias detectadas en los ratones NTg-Veh fueron escasas, la
cuantificacién de este parametro segun el nimero de microhemorragias por area mostro que
los ratones Tg-Veh presentaron un aumento del 300% de estos eventos. Por su parte, los
animales Tg-Gall evidenciaron una disminucion superior al 30% respecto a los Tg-Veh.
Ademas, no se encontraron diferencias en la presencia de microhemorragias/um? entre los
grupos NTg-Veh y Tg-Gall. Estos resultados evidencian una recuperacion de la integridad de
la BHE, tanto en una disminucion de la permeabilidad como en un ndmero menor de

microhemorragias luego del tratamiento con Gall.

Presencia de Gall enddgena en la vasculatura hipocampal

Previamente se ha visto que los astrocitos, en diversos modelos murinos de injuria o dafio al
SNC, responden aumentando la expresion de Gall (Gaudet et al. 2015; Sirko et al. 2015;
Starossom etal. 2012; Qu etal. 2010). En estos contextos, esta proteina actla
enddégenamente como un inductor de factores que estimulan la reparacion y la sobrevida

neuronal, como BDNF, o inducen la modificacién del fenotipo de células microgliales o
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macrofagos hacia M2, promoviendo la resolucion de la respuesta inmune y la disminucion del

tono inflamatorio exacerbado (Qu et al. 2010).
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Figura 18. La vasculatura del hipocampo resultd positiva para la presencia de Gall en ratones PDAPPJ20
transgénicos de 12 meses (A) Imagenes representativas en cortes coronales de 60 pm conteniendo hipocampo
procesados para inmunofluorescencia contra galectina-1 (Gall, rojo) acoplada a tinciéon con Lectina-FITC (Lec,
verde). (B) Cuantificacion del porcentaje de area Lectina-FITC+ que se encuentra colocalizando con Gall respecto
al 4rea total Lectina-FITC+ en el stratum moleculare (izquierda) y el hilio (derecha) del giro dentado. La flecha
blanca indica vasculatura positiva para Gall; la flecha amarilla sefiala posible astrocito Gall+. NTg-Veh n=5, Tg-

Veh, n=4 **p<0.01 (prueba de t de dos colas). Barra de escala = 10 pm.

No existe evidencia previa en cuanto a la microvasculatura cerebral y la presencia de Gall
en la EA. Para investigar este parametro, se realizé6 una inmunofluorescencia contra Gall
acoplada a Lectina-FITC en el hipocampo de ratones NTg-Veh y Tg-Veh (Figura 18). Mientras

gue la marca Gall+ fue muy tenue en ratones NTg-Veh, los ratones Tg-Veh mostraron una
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fuerte presencia de esta proteina en dos zonas distintas del hipocampo, el hilio y el stratum
moleculare del giro dentado, con alta presencia sobre la vasculatura (flechas blancas). En
particular, se determiné que la colocalizacion de la marca de Gall con la vasculatura en los
ratones Tg-Veh fue significativamente mayor en comparacion con los NTg-Veh (Figura 18B).
Puede observarse también en la imagen representativa mostrada de la Figura 18A, que la
sefial Gall+ coincide con morfologia astrocitica, con sus procesos altamente arborizados
(flecha amarilla). Este andlisis no permite distinguir la fuente de Gall. Sin embargo, este
resultado permitié6 observar un evidente aumento de Gall en el hipocampo de ratones Tg-

Veh respecto a animales NTg-Veh, especialmente de localizacién vascular.

Parte 3.

Alteraciones gliales y en la comunicaciéon astroglia-
endotelio en hipocampo de ratones PDAPPJ20. Efecto del

tratamiento con Galectina-1.

Reactividad astroglial en el hilio del giro dentado del hipocampo

Como se menciond, la EA se acompafia de un cuadro inflamatorio, marcado por el incremento
de sefiales proinflamatorias que impactan sobre la glia, induciendo su reactividad. Para
explorar la reactividad astroglial, se evalu6 la morfologia astrocitica mediante imagenes de
inmunofluorescencia contra la proteina GFAP. La misma se obtuvo a partir de la cuantificacion
del tamafio de los astrocitos en el hilio del giro dentado, como medida del area
inmunorreactiva para esta proteina. La Figura 18 muestra imagenes representativas del hilio
de ratones NTg-Veh, Tg-Veh y Tg-Gall, donde se observa de manera cualitativa una franca
hipertrofia astroglial en la imagen correspondiente al Tg-Veh con soma y procesos
aumentados. El &rea GFAP+ por astrocito en el hipocampo de los ratones Tg-Veh mostr6é una
fuerte tendencia al aumento (p=0.053, ANOVA) comparado con los ratones NTg-Veh. Esto

evidencia una transicién morfoldgica hacia una reactividad astroglial en los animales Tg-Veh.



Los ratones Tg-Gall, por su parte, mostraron una disminucién significativa respecto a los
ratones Tg-Veh, con una clara recuperacion morfolégica de los astrocitos, como se observa
en la Figura 19. Si bien el n utilizado para este analisis (5 animales para los grupos Tgy NTg
tratados con Veh y 4 para Tg-Gall) es adecuado para evidenciar cambios robustos,
eventualmente se podrian incorporar otros animales a esta cuantificacion con el objetivo de

determinar si la diferencia entre NTg-Veh y Tg-Veh puede ser consolidada y significativa.
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Figura 19. Gall disminuy6 la astrogliosis en el hilio del giro dentado de ratones PDAPPJ20 de 12 meses. (A)
Imagenes representativas de inmunofluorescencia en cortes coronales de 60 um contra GFAP de ratones NTg-
Veh, Tg-Veh y Tg-Gall. (B) Andlisis del area astrocitica cuantificada como el a&rea GFAP+ promedio para cada
astrocito. NTg-Vehy Tg-Veh n=5, Tg-Gall n=4 *p<0.05 ANOVA seguido de contrastes de Tukey. Barra de escala

=25 pum.

De todos modos, este parametro evidencié un aumento del 28% del area promedio por

astrocito de los ratones Tg-Veh respecto de los NTg-Veh en esta subregion del hipocampo, y
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una clara recuperacion morfolégica de las células astrogliales luego del tratamiento con Gall.
Esto es apreciable en las imagenes representativas, donde se observa que los astrocitos del
ratén Tg-Veh presentaron somas hipertrofiados y menor cantidad de proyecciones, asociados
a mayor reactividad astroglial. En cambio, los astrocitos representativos del grupo Tg-Gall de
la Figura 19A, reflejaron una apariencia mas cercana al NTg, exhibiendo multiples procesos

y cuerpos celulares mas finos.

Contacto astrocito-endotelio en el hilio del hipocampo

La presencia de 3-amiloide sobre la vasculatura afecta el contacto directo entre el astrocito y
la membrana basal del endotelio, interviniendo en la comunicacion de estos tipos celulares.
A su vez, se ha descrito que la reactividad astroglial puede darse en asociacion a la retraccion
de los podocitos de los astrocitos (Wilcock, Vitek, y Colton 2009). En esta seccion se muestran
los resultados de la evaluacién de la envoltura de los vasos por los pies astrociticos, donde
se buscé poder distinguir si la patologia se acompafiaba de alteraciones en este parametro a
los 12 meses de edad de los ratones, y si el tratamiento con Gall era capaz de modular este
fendmeno. Para ello, se realiz6 una inmunomarcacién contra la proteina astrocitica GFAP
acoplada a tinciéon del endotelio empleando Lectina-FITC en cortes coronales del cerebro
conteniendo hipocampo de los distintos grupos experimentales. Se tomaron imagenes de
microscopia confocal del hilio del giro dentado para su posterior analisis, lo que se detalla en
Metodologia experimental. La Figura 20 muestra imagenes representativas de los grupos
NTg-Veh, Tg-Veh y Tg-Gall donde se puede observar tanto la astroglia como la vasculatura.
En ratones Tg-Veh se verific6 una disminucion en el area de contacto entre los pies
astrociticos GFAP+ y los vasos Lectina-FITC+ en comparacion con los ratones NTg-Veh,
medida como la colocalizacion entre la marca astrocitaria y la marca Lectina-FITC+, respecto
al &rea Lectina-FITC+ total (Figura 20B). A su vez, se determind el nimero de contactos
promedio de los astrocitos con la vasculatura, encontrdndose que los astrocitos del
hipocampo de los ratones Tg-Veh presentaron colocalizacién entre sus procesos y el
endotelio una menor cantidad de veces que aguellos de los ratones NTg-Veh (Figura 20C).
Esto se evidencia cualitativamente en la Figura 20A al observar que la zona de colocalizacion

entre las dos marcas (de color amarillo) resulté llamativamente menor en el raton Tg-Veh. Los
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astrocitos alli presentes evidenciaron la morfologia hipertrofiada, con procesos més cortos,

menores en nimero y mas alejados de los vasos.

Por otro lado, el tratamiento con Gall en los ratones Tg se asocio a una recuperacion de los
contactos astrocito-endotelio tanto en la cuantificacion del area de colocalizacion
GFAP+/Lectina-FITC+, como también en el nUmero de contactos de cada astrocito con el
endotelio (Figura 20B y 20C). De manera relevante, el area vascular cubierta por pies
astrociticos en los animales Tg-Gall resultd significativamente mayor que en el grupo Tg-

Veh, destacando la potencial accion moduladora de Gall sobre este pardmetro.
En definitiva, Gall mostré un fuerte potencial capaz de modular la reactividad astroglial, lo

gue se vio reflejado en la recuperacion de la morfologia de los astrocitos y de la capacidad

de envoltura del endotelio por los pies astrociticos.
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Figura 20. El tratamiento con Gall recuperé el contacto de los pies astrociticos con la vasculatura en el hipocampo

de ratones PDAPPJ20 de 12 meses. (A) Imagenes representativas de inmunofluorescencia en cortes coronales
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de 60 um para GFAP (rojo) acoplada a tincion con Lectina-FITC (Lec, verde). (B) Analisis de colocalizacion de las
marcas evaluada como el area GFAP/Lectina-FITC respecto al area total Lectina-FITC+. (C) NUmero de contactos
promedio que un astrocito mantiene con la vasculatura, expresado en porcentaje respecto al grupo NTg-Veh. Los
analisis corresponden al hilio del giro dentado. NTg-Veh y Tg-Veh n=5, Tg-Gall n=4. *p<0.05 ANOVA seguido de

contrastes de Tukey y #p<0.05 contrastes ortogonales. Barra de escala = 15 pm.

Presencia de la proteina Acuaporina-4 de localizacién en los
contactos astrocito-endotelio en el hilio del hipocampo

AQP4 es un canal de agua cuya expresion se encuentra altamente polarizada en el pie
astrocitico que contacta la vasculatura, esencial para el transporte vascular. Evaluar la
localizaciébn de AQP4 perivascular resulta un parametro adecuado para inferir el estado
funcional de las terminales astrociticas. Con este objetivo, se utilizé la técnica de array
tomography, que permite obtener imagenes tridimensionales de alta resolucién de la region
de interés. En este caso, se realizaron cortes coronales ultrafinos (25-100 nm) conteniendo
hipocampo -a partir de cortes de vibratomo- sobre los que se realizé la inmunomarcaciéon
contra la proteina AQP4 acoplada a una tincién del endotelio empleando Lectina-FITC. Luego
se obtuvieron imagenes seriadas de microscopia confocal, que se procesaron para consolidar
una reconstruccion tridimensional. El resultado permitié evaluar la presencia de las marcas

de AQP4 y Lectina-FITC y su colocalizacién, con una precision de pocos micrometros.
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Figura 21. El tratamiento con Gall recuperd la presencia del canal de agua AQP4 en los contactos astrocito-
endotelio en el hilio del giro dentado de ratones PDAPPJ20 de 12 meses. (A). Imagenes representativas de alta
resolucion de Array Tomography en cortes coronales ultrafinos (25-100 nm). Se realizé la inmunomarcacion
especifica contra AQP4 (rojo) acoplada a tincidon con Lectina-FITC (Lec, verde). Las flechas blancas indican sitios
de superposicion de las marcas. (B) Andlisis de colocalizacién de las sefiales cuantificada como el area
colocalizando respecto al area total Lectina-FITC+. NTg-Veh y Tg-Veh n=7, Tg-Gall n=5 *p<0.05 y ***p<0.001

ANOVA seguido de contrastes de Tukey. Barra de escala =5 pm.

Sobre las imagenes, se analizé la presencia de AQP4 que se encontraba en contacto con el
endotelio, y los resultados se expresaron como la cuantificacion del area de colocalizacion de
las marcas positivas respecto del &rea total Lectina-FITC+. Dicho andlisis determiné que los
ratones Tg-Veh presentaban una sefial significativamente menor de AQP4 colocalizando con
la vasculatura en el hilio del hipocampo en comparacion con los NTg-Veh (Figura 21A). El
grupo Tg-Gall mostré una recuperacion de la marca perivascular de AQP4, la cual resultd
ademés mayor que en el grupo Tg-Veh (Figura 21B), lo que sugiere el recobro funcional de

la comunicacion astrocito-endotelio luego del tratamiento con Gall.
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Parte 4.

Impacto de AB 1-40 fibrilar sobre células endoteliales de
microvasculatura cerebral humana in vitro. Efecto del

tratamiento con Galectina-1.

Viabilidad de las HBMEC ante distintas concentraciones de AB y

efecto de Gall

Con el objetivo de evaluar alteraciones en el endotelio de microvasculatura cerebral causados
de manera directa por AR 1-40, principal forma que se deposita sobre la vasculatura, y
estudiar el potencial protector de Gall, se us6 un modelo in vitro empleando células
endoteliales de microvasculatura cerebral humana (HBMEC por sus siglas en inglés de

Human Brain Microvascular Endothelial Cells).

Estudios en cerebros post mortem muestran que las células endoteliales permanecen
ultraestructuralmente intactas tanto en ratones con EA familiar y muestras de pacientes
humanos con angiopatia cerebral amiloide (Taylor et al. 2022; Thomas et al. 1996). Esto ha
llevado a sugerir que los mecanismos activados por AB inducen la disfuncién endotelial en
ausencia de desprendimiento de las células endoteliales de la vasculatura vinculado a la
apoptosis (A. C. Yang et al. 2020; Chisari et al. 2010; Stanyer, Betteridge, y Smith 2004; Niwa
et al. 2001). Por esto, resultdé de suma importancia para esta Tesis establecer un modelo in
vitro que permitiera evidenciar alteraciones en células endoteliales causadas por la exposicion
a AB 1-40 en condiciones no apoptoticas. Con el objetivo de reproducir lo méas fielmente
posible el microambiente vascular de la patologia, se obtuvieron las distintas formas
moleculares de fibrillas de AB 1-40 que estan en contacto con la vasculatura (principalmente
protofibrillas y fibrillas que componen los depésitos vasculares), segun se detalla en la seccion
de Metodologia Experimental. En primer lugar, se ensayaron las concentraciones de AB 1-40
fibrilizado a las que se expondrian las HBMEC. Para obtener las condiciones deseadas, se
realizaron pruebas de viabilidad celular (MTT) en respuesta al AR 1-40 en un rango de

concentraciones de 0.01 a 0.5 uM y se ensayaron dos tiempos de incubacion durante, 6 y 24
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h, como se muestra en la Figura 22 A y B, respectivamente. El analisis mostré que para las
concentraciones menores a 0.2 UM, no se observé disminucion de la viabilidad celular. En
particular, al intentar simular un microambiente de exposicion crénica a la especie AB 1-40,
el tiempo mas relevante para evaluar resultaba ser 24 h. Como la concentracién de 0.2 uM
caus6 una baja significativa de la absorbancia, medida de la viabilidad en el ensayo MTT, se
eligio proceder en los experimentos con la concentracion evaluada inmediatamente anterior,
de 0.1 uM. Los detalles de este experimento se encuentran en la seccion de Metodologia

Experimental.
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Figura 22. Efecto de distintas concentraciones de Af 1-40 sobre la viabilidad de células endoteliales derivadas de
microvasculatura humana (HBMEC). Ensayo de viabilidad MTT en células endoteliales de microvasculatura
cerebral humana en condicién control (Veh) y expuestas a distintas concentraciones de AS 1-40 (0.01, 0.1, 0.2,
0.5 pM). Los tratamientos fueron de 6 (A) y 24 h (B). Para todas las condiciones, n= 8 por tratamiento. La
absorbancia a 577 nm es indicativa de las células metabdlicamente activas y permite inferir viabilidad. Detalles en
la seccién de Metodologia Experimental. *p<0.05 y ***p<0.001 ANOVA seguido de contrastes de Dunnet de las

distintas concentraciones de AB contra el grupo Veh.
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Integridad de la monocapa de HBMEC expuestas a AB y efecto de

Gall

Los resultados obtenidos en esta Tesis han demostrado la capacidad de Gall de modular
varios parametros relacionados con el estado de la vasculatura en ratones que recapitulan
alteraciones presentes en la EA. Sin embargo, en modelos experimentales animales, es dificil
discernir las alteraciones y mecanismos particulares que tienen lugar en las células
endoteliales. En este sentido, el siguiente objetivo que se abord6 fue estudiar el potencial

efecto directo de Gall sobre células endoteliales cerebrales en cultivo.

Para evaluar la integridad endotelial, durante esta Tesis se puso a punto un ensayo de BHE
in vitro utilizando células HBMEC sobre la membrana de un dispositivo transwell. Estas
células, que requieren de un medio de mantenimiento suplementado con factores que
permiten el desarrollo fenotipico adecuado, crecen hasta establecer una monocapa que se
encuentra sellada entre los contactos célula-célula. La resistencia eléctrica transendotelial
(TEER) es una medida de la resistencia de la monocapa al paso de corriente eléctrica. En
confluencia, las HBMEC presentan un valor relativo de TEER alto, lo que se asocia con la
integridad y la funcién de barrera propiamente dicha de la monocapa. En primer lugar, se
debio establecer la dinAmica de crecimiento y las caracteristicas del modelo de BHE. Luego
del sembrado, la conformacion de la barrera fue monitoreada mediante la medicién de TEER
en cada cambio de medio para al menos dos transwells, lo que se repitid en tres experimentos
independientes (Figura 23A). Se determiné que al dia 12 post sembrado, la monocapa de
HBMEC alcanzaba su maximo valor de TEER, seleccionando este tiempo para realizar los

experimentos.
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Figura 23. Gall recupero la resistencia eléctrica transendotelial (TEER) de la barrera formada por las HBMEC
causada por AB 1-40. (A) Ensayo de BHE in vitro utilizando HBMEC. Puesta a punto para la obtencién de una
monocapa sellada, monitoreada por el seguimiento de TEER y determinada por un aumento de este parametro
hasta llegar a un plateau. (B) Disefio Experimental. Grupos experimentales: Vehiculo (grupo control), AG 1-40 (0.1
pM), Gall (15 pg/ml) y AB 1-40 + Gall. Las monocapas de HBMEC sobre transwell fueron expuestas a los
tratamientos durante 24 h. (C) Evaluacion del cambio de TEER como valor luego de los tratamientos respecto al
valor inicial para cada transwell, expresados en porcentaje respecto al grupo control. Resultado de tres
experimentos independientes, n=6 (2 transwell/grupo en cada experimento) *p<0.05, **p<0.01 ANOVA seguido de

contrastes de Tukey.

En la Figura 23B se muestra un esquema del procedimiento realizado para cada experimento
utilizando el dispositivo transwell. Luego del establecimiento de la monocapa, comprobado
por la medicibn de TEER, se determind la disminucion de la resistencia eléctrica

transendotelial de la monocapa de HBMEC causada por la exposicion a AB 1-40 0.1 uM por
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24 h, como parte de la puesta a punto. Luego se procedié a incubar distintas monocapas

como se indica en la Figura 23B.

Las HBMEC se mantuvieron con medio control en el grupo vehiculo (Veh), se expusieron a
AB 1-40 0.1 pM (AR 1-40), recibieron 15 pg/ml de Gall recombinante (Gall) o recibieron en
conjunto la exposicion a AB 1-40 y el tratamiento con Gall (AR 1-40 + Gall) durante 24h. La
Figura 23C muestra el cambio de los valores de TEER de HBMEC luego del tratamiento para
cada transwell, calculado como el valor final de resistencia final (en Q.cm) respecto al valor
inicial y luego expresado como porcentaje del grupo control. Los detalles experimentales de
este ensayo y su analisis se encuentran en la seccién de Metodologia Experimental. Se
determind una disminucién de la resistencia eléctrica de las monocapas pertenecientes al
grupo expuesto a AB 1-40 comparado con el grupo expuesto a Veh, lo cual evidencia una
pérdida de la integridad. Sin embargo, el cotratamiento con Gall impidi6 la disminucién de
este parametro e incluso resultdé en valores de TEER significativamente mayores a la
condicién de AB 1-40. Esto sugiere que la integridad endotelial in vitro se vio protegida por el
tratamiento con Gall. Por otro lado, la resistencia eléctrica medida en los grupos AB 1-40 +
Gall y solo Gall registraron valores TEER comparables con la condicién de exposicion al
control (Veh). Por lo tanto, estos resultados sugieren que Gall es capaz de modular
positivamente la integridad de la monocapa de células endoteliales derivadas de

microvasculatura cerebral humana.

Impacto de AR 1-40 sobre la presencia de la proteina de union
estrecha ocludina en HBMEC y su modulacion por Gall.

La integridad de la BHE esté ligada a la presencia de uniones estrechas ubicadas en la cara
basolateral de los contactos célula-célula del endotelio. En contextos patoldgicos, estas
uniones se ven perturbadas por la disminucién de los niveles de las proteinas o por el
secuestro intracelular que impide su localizacion en la membrana (Lochhead et al. 2020). En
vista de los resultados anteriores, se analizé cualitativamente la presencia de la proteina de

unién estrecha ocludina en las células HBMEC.

Para ello, se crecieron células sobre cubreobjetos durante 48 h y luego fueron expuestas a

los tratamientos con AB 1-40 0.1 uM, Gall, AB 1-40 + Gall o Veh durante 24h. Luego de la


https://www.zotero.org/google-docs/?YMQyyJ

fijacién, se procedi6 a la deteccién de ocludina por inmunofluorescencia empleando un
anticuerpo especifico. Se tomaron imagenes de las células con microscopia confocal,

ejemplificando lo que se observé en cada grupo experimental, en la Figura 24.

ocludina DAPI Merge

HBMEC-Veh

HBMEC - AB 1-40

HBMEC - AB 1-40 + Gall

Figura 24. Inmunofluorescencia contra la proteina de unién estrecha ocludina acoplada a tincion de DAPI en
células endoteliales de microvasculatura cerebral humana (HBMEC). Flecha blanca indica expresion de ocludina

en los contactos célula-célula. Barra de escala = 10 pm.

Se observaron diferencias en las HBMEC expuestas a los distintos tratamientos, lo cual se

muestra en las imagenes representativas en la Figura 24. En la imagen correspondiente al
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grupo Veh se observa la presencia de ocludina con localizacion en la membrana celular de

las HBMEC, formando parte de los contactos célula-célula.

Aunque se realiz6 solo un andlisis cualitativo, el fenotipo observado en las HBMEC expuestas
a AB 1-40 fue muy claro, ya que la marca positiva para la ocludina se encontraba
completamente ausente en la membrana celular. Esto podria indicar que AB 1-40 gener6 una
pérdida o, mas probablemente, la deslocalizaciéon de ocludina, coincidiendo con una sefial

uniformemente dispersa por el citoplasma de la célula endotelial.

Sin embargo, el grupo de HBMEC tratadas con AR 1-40 + Gall, mostré una aparente
recuperacion de la marca de ocludina en varios sitios de contacto celular, como se muestra
en las imagenes representativas. En este sentido, Gall parece tener la capacidad de atenuar
el efecto de deslocalizacién de ocludina de la membrana de células endoteliales inducido por

AB1-40, sugiriendo un papel protector ante la alteracién de la barrera.

En referencia a la marca nuclear positiva tras el empleo del anticuerpo anti-ocludina, la misma
se presentd de manera constante en todas las células independientemente del grupo
experimental. La bibliografia no ha descrito dicha marca ni se encuentra reportado que
ocludina pueda tener localizacion nuclear. El anticuerpo que se utilizé6 aqui, aunque muy
reportado para western blot en células y en tejido e inmunomarcaciones en tejido, no cuenta
con antecedentes de resultados de inmunofluorescencia en células (Y. Liu et al. 2018; Araujo
et al. 2017). El detalle de los anticuerpos utilizados se encuentra en la seccion de Metodologia
Experimental. En otros trabajos publicados donde se emplean otros anticuerpos para
inmunofluorescencia de ocludina no detectan marca nuclear (Savettieri et al. 2000; Hollmann
et al. 2017). Se infiere que a priori podria tratarse de una marca inespecifica al reconocer otro

epitope ajeno a la proteina ocludina, pero se carece de evidencia completa.


https://www.zotero.org/google-docs/?fKKBzy
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https://www.zotero.org/google-docs/?pl9Es6
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Parte 5.

Cambios patologicos en la respuesta a estrés de reticulo
vascular en modelos experimentales de EA y sumodulacion

por Gall

Activacion del sensor de UPR BIP/GRP78 en HBMEC expuestas a AB
1-40 y efecto de Gall

La presencia de agregados proteicos resultantes de la acumulacién de proteinas mal plegada
es una la caracteristica central de multiples enfermedades neurodegenerativas como la EA
(Ajoolabady et al. 2022). Como se explicO en detalle en la Introduccion, el estrés de RE
causado por la acumulacién de proteinas mal plegadas inicia la respuesta llamada UPR. Una
activacion persistente de la UPR debido a un estrés del RE constitutivo, responsable de

procesos inflamatorios e incluso la muerte celular.

Se investigé el primer sensor de estrés de RE e inductor de la UPR, GRP78/BIP. Para ello,
se utilizaron HBMEC y se estudi6 la presencia de la proteina mediante inmunofluorescencia

empleando un anticuerpo especifico.

Como se explicé previamente y se detalla en la seccién de Metodologia Experimental, las
HBMEC se crecieron sobre cubreobjetos durante 72 h. Luego recibieron los tratamientos
segun correspondian al grupo Veh, AB 1-40, AB 1-40 + Gall o Gall durante 24 h, lo que
permitio evaluar la presencia de la activacion sostenida de la respuesta de estrés. La Figura
25A muestra imagenes representativas de microscopia confocal de cada grupo experimental.
Al observar las imagenes, es posible detectar un cambio de localizacién y un aumento de la
marca positiva de BIP tras la exposicién a AR 1-40, detectando la formacion de agregados

BIP+ de alta intensidad de marca en el citoplasma celular.
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Figura 25. AB 1-40 indujo la expresién de BIP/GRP78 en HBMEC vy el tratamiento con Gall la previno. (A)
Imagenes representativas de la Inmunofluorescencia para BIP/GRP78 empleando un anticuerpo especifico. (B)
Cuantificacion del promedio de la intensidad de marca BIP+ (mean grey value) para cada célula. Se cuantificd
para cada grupo experimental entre 30-40 células pertenecientes a dos muestras distintas. Los resultados fueron
consistentes en dos experimentos independientes. Se utiliz6 la nomenclatura A, B y C para nombrar grupos
significativamente distintos segun el p-valor obtenido del andlisis estadistico: Veh vs Gall p<0.001; Veh vs AB 1-
40, AB 1-40 vs Gall, AB 1-40 vs AB1-40+Gall p<0.0001. ANOVA seguido de contrastes de Tukey. Barra de escala
=15 pm.

Luego, se cuantifico la densidad Optica de la marca BIP+ para cada célula. Se detect6 un
aumento de 30% de la marca positiva de esta proteina en HBMEC expuestas a Ap 1-40
respecto al grupo mantenido en medio control (Veh), tal como se observa en la Figura 25B,
demostrando una activacion de la respuesta de UPR que se sostiene tras una exposicion
continuada al péptido amiloide. De manera relevante, dicho aumento no se observé cuando
las HBMEC se trataron en conjunto con Gall. Por lo tanto, el tratamiento fue capaz de prevenir
el aumento de la marca positiva para BIP, lo que sugiere estrés de reticulo, causado por AR
1-40. Es interesante notar que, Gall se asocio a una disminucién de los niveles basales de
la proteina de RE, mostrando una disminucion en la cuantificacion de la sefial de BIP respecto

al grupo Venh.



Activacion de los efectores de UPR en HBMEC expuestas a AB y

efecto de Gall

En vista de la activacion de BIP detectada, se buscé evaluar las vias rio abajo de esta
chaperona. La sefializacion de la UPR esta constituida por tres sensores clave de estrés del

RE: ATF6, IRE1 y PERK, proteinas transmembrana del RE.

Para evaluar la capacidad de HBMEC de responder mediante las vias de UPR, se realiz6 un
control positivo empleando tapsigargina, un inhibidor selectivo irreversible de la Ca?*-ATPasa
del RE que provoca un estrés grave del RE y la interrupcion de la traduccién (Caspersen,
Pedersen, y Treiman 2000). Este ensayo requirid la puesta a punto incluyendo la evaluacion
visual del estado de las células vivas en cultivo para corroborar la morfologia celular, ya que
la exposicion constante a tapsigargina causa apoptosis, y la evaluaciéon de RT-PCR de los
distintos efectores para comprobar la induccion de la UPR. Finalmente, las HBMEC fueron
expuestas a tapsigargina 1 pg/ml durante 4 h. Esto comprobé un incremento de la expresiéon
de Irela al doble, y un aumento de los niveles del ARNm de PERK al triple, respecto a la
condiciobn Veh (Figura 26 D y E). Interesantemente, tapsigargina no generdé aumentos

significativos en los niveles del mensajero de ATF6 (Figura 26 F).

En consecuencia, se midieron los niveles de ARNm de los tres efectores Irela, PERK y ATF6,
mediante RT-PCR en HBMEC que se expusieron a los distintos estimulos/condiciones. Los
resultados fueron concluyentes, evidenciando que los niveles de Irela y PERK se
encontraban aumentados en las HBMEC expuestas a AB 1-40 en comparacion con el grupo
Veh (Figuras 26 Ay B, respectivamente). Los niveles de ARNm de Irela aumentaron un 20%,
mientras que PERK mostré un incremento del 41%, evidenciando actividad sostenida de la
UPR rio abajo de BIP. Por otro lado, los niveles de ARNm de ATF6 en las HBMEC no se
vieron afectados tras la exposicion a AR 1-40, en concordancia con los resultados de
tapsigargina, lo que podria indicar que este mecanismo en las HBMEC no se activa por UPR

en estas células (Figura 26C).
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Figura 26. Gal-1 moduld la expresién de los efectores de la UPR Irelay PERK inducidos por A 1-40 en HBMEC.

(A-C) Niveles de expresion de ARNm relativizados al tratamiento control medido por RT-PCR de los efectores de



respuesta al estrés de reticulo: Irela (A), PERK (B) y ATF6 (C). Los puntos corresponden a muestras individuales
de tres experimentos independientes. Veh n=10, AB 1-40 y AB 1-40 + Gall n=5, Gall n=6 *p<0.05 ANOVA de dos
vias seguido de comparaciones de Tukey. (D-F) Niveles de expresiéon de los inductores en las HBMEC tras
expuestas al control positivo de induccién de estrés de reticulo tapsigargina 7 ug/ml por 4 h. Para la cuantificacion
se relativizaron los niveles del ARNm blanco a la expresion del gen housekeeping GAPDH de cada muestra.

Detalles del protocolo de RT-PCR y el método de cuantificacién se encuentran en la seccion de métodos.

Por el contrario, no se detectaron cambios en los niveles de Irelay PERK en el grupo AB 1-
40 + Gall, sugiriendo un mecanismo inhibidor de Gall sobre el aumento de los transcriptos
inducidos por AB 1-40. Esto podria sugerir gue el tratamiento con Gall asiste en la resolucién
de la UPR, no viéndose niveles alterados de los efectores a las 24 h, lo que podria evitar una
respuesta al estrés de RE constitutiva y patologica. Ademas, el tratamiento de las HBMEC

solamente con Gall no alter6 los niveles basales de estos ARNm.

Translocacion nuclear del factor de transcripcion XBP1

Rio abajo de IREla, XBP1 induce la respuesta adaptativa de UPR vy, eventualmente, se
encarga de su resolucion. Sin embargo, la hiperactivacion de esta via por estrés constitutivo

del RE se vincula a la respuesta maladaptativa de la UPR.

Se continu6 con la deteccién de la activacion de XBP1 en células HBMEC, con el objetivo de
evaluarla tras 24 h de exposicion a AB 1-40, como también el efecto de Gall. La deteccion
de esta proteina suele hacerse mediante la técnica de western blot y en respuesta a
tratamientos més agresivos y agudos. Para esta Tesis, se puso a punto el protocolo y se
ensayaron distintos tiempos para detectar por inmunofluorescencia la translocacion nuclear,
manera mas precisa de evaluar la activacion de este factor de transcripcion. Las HBMEC se
crecieron sobre cubreobjetos durante 72 h previamente a recibir los tratamientos ya
empleados, y luego se realiz6 una inmunofluorescencia empleando un anticuerpo especifico

contra esta proteina, acoplado a la tinciébn de DAPI para visualizar los nucleos.

Se obtuvieron las imagenes de microscopia confocal para evaluar el estado de activacion de
XBP1 a las 24 h, como se muestra de manera representativa para cada grupo experimental
en la Figura 27A. Las imagenes ejemplifican claramente que las HBMEC tratadas con

vehiculo (grupo Veh) no presentan marca positiva para XBP1 en su nucleo. Por el contrario,
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tras la exposicion a A 1-40, se observa fluorescencia en el nicleo. Dicha marca se muestra
ausente en el grupo AB 1-40 + Gall, lo que indica que Gall impediria la activacién y posterior

translocacion nuclear del factor de transcripcion.
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Figura 27. Gall modul6 la translocacién nuclear de XBP1 inducida por AB 1-40. (A) Imagenes representativas de
inmunofluorescencia para XBP-1 y tincion con DAPI en HBMEC expuestas a AS 1-40, AB 1-40+ Gall o vehiculo.
Los nudcleos se encuentran delimitados con linea punteada en la primera columna. (B) Cuantificacion de la
intensidad de la sefial para XBP1+ (mean grey value) nuclear respecto a la marca citoplasmatica. Los valores se
encuentran relativizados al grupo Veh. Se cuantifico este parametro en 30/40 células pertenecientes a dos réplicas
distintas de cada grupo experimental. Los resultados fueron consistentes en dos experimentos independientes.
(C) Niveles de expresién de ARNm de sXBP1 relativizados al tratamiento control medido por RT-PCR. (*) se utilizé
la nomenclatura A, By C para hombrar grupos significativamente distintos. Veh vs A 1-40, AB 1-40 vs Gall, AS
1-40 vs AR 1-40+Gall p<0.0001; Veh vs AB 1-40+Gall p<0.001. ANOVA seguido de contrastes de Tukey. Para

¢), ns: no significativo, ANOVA seguido de comparaciones de Tukey. Barra de escala = 15 pm.

Para el andlisis de translocacion se utilizé6 un macro de ImageJ generado para ello durante la
puesta a punto. Se midié la densidad Optica para la marca de XBP1 en el nucleo, delimitado
por la tincion de DAPI, y la densidad o6ptica en el citoplasma. La cuantificacibn muestra la
proporcion de la intensidad de la marca nuclear respecto a la marca citoplasmatica. Los
resultados se muestran en la Figura 27B donde los valores se encuentran relativizados al
grupo Veh. Se evidencié un aumento del 50% de la translocacién nuclear de esta proteina
luego de la exposicién a AB 1-40 respecto al grupo Veh, lo que sugiere activacion sostenida
y que posiblemente involucre sefiales de dafio causadas por la activacion prolongada de
XBPL1. Dicho aumento no se observo en las HBMEC correspondientes al grupo AR 1-40 +
Gall, lo que comprueba que Gall estaria contrarrestando la activacion constitutiva de esta
via de UPR, pudiendo tener un efecto protector. Respecto a las HBMEC que solamente
recibieron Gall, tampoco se vio marca positiva en el nacleo. En efecto, los valores de
translocacion nuclear calculados fueron significativamente menores respecto al grupo tratado
con AB 1-40. Esto se condice con lo observado previamente en los niveles del ARNm de
Irela, donde también se detectd una disminucién, lo que podria indicar una regulaciéon

negativa de todo este brazo de la UPR.

La Figura 27C muestra los niveles de ARNm medidos para sXBP1, donde no se observaron
cambios luego de ningun tratamiento, aunque se reflejé un aumento no significativo de este
mensajero en el grupo AR 1-40 en comparacion al control. Por la cantidad de proteina activa
en el nucleo, podriamos inferir que esto refleja un rapido splicing mediado por IRE1 y posterior

traduccion, observandose la maxima respuesta inducida por AB 1-40 ya en forma de proteina.



Por otro lado, se evalud la expresion de este marcador de estrés de RE en el hipocampo de
los ratones NTg-Veh, Tg-Veh y Tg-Gall, como se muestra en la Figura 28. En particular, se
analiz6 el porcentaje del area endotelial Lectina-FITC+ cubierta por la marca inmunorreactiva
contra la proteina XBP1. Se observé una tendencia (p=0.08 por contraste ortogonal) a la
disminucion de la expresion de XBP1 en los ratones Tg-Gall respecto al grupo Tg-Veh, que
presento el valor medio mas elevado para este parametro. Si bien las diferencias entre grupos
no fueron significativas, lo cual puede deberse a que el analisis realizado puede requerir un
mayor nimero de animales, los ratones Tg-Gall mostraron la menor area vascular con
presencia de XBP1. En cierto modo, este resultado acompafio lo visto en el ensayo in vitro
de translocacion nuclear de XBP1 en las células endoteliales, donde Gall disminuyé la

presencia basal de XBP1 nuclear y contrarrest6 el aumento inducido por AB 1-40.
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Figura 28. Presencia de la proteina XBP1 sobre la vasculatura del hipocampo en ratones PDAPPJ20 transgénicos
de 12 meses (A) Imagenes representativas en cortes coronales de 60 um conteniendo hipocampo procesados
para inmunofluorescencia contra XBP1 (rojo) acoplada a tincién con Lectina-FITC (Lec, verde). La flecha blanca

indica la region de colocalizaciéon de ambas marcas. (B) Cuantificacion del porcentaje de area Lectina-FITC+ que
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se encuentra colocalizando con XBP1 respecto al area total Lectina-FITC+ en el hilio del giro dentado. Para todos

los grupos, n=4. ANOVA p=0.16. Tg-Veh vs Tg-Gal p=0.08 por contraste ortogonal. Barra de escala =10 um.

Parte 6.

Mecanismos de inflamacién y apoptosis en células endoteliales de
microvasculatura cerebral humana inducido por AB. Efecto del tratamiento con

Galectina-1.

Translocacion nuclear de NFKB en HBMEC expuestas a AB. Efecto

de Gall

La interconexion entre el estrés del RE y la activacion de NFkB podria estar involucrada en
la patogénesis de la EA. Estudios in vitro han demostrado que la exposicion a células
endoteliales al péptido AR 1-40 estimula la migracién monocitica y aumenta la permeabilidad,

efectos que dependen de la activacion de NFkB (Gonzalez-Velasquez et al. 2011).

Esta via se induce rapidamente, por lo que se expusieron las células endoteliales a las

mismas concentraciones de A 1-40 y Gall, aunque a tiempos mas cortos, de 2 horas.

Con el objetivo de evaluar la activacion de esta via asociada a la respuesta inflamatoria, se
estudi6 la capacidad de AR 1-40 para regular la translocacion nuclear de NFkB en células
HBMEC, como también los efectos de Gall. Para ello se realiz6 una inmunofluorescencia
para revelar NF-kB empleando un anticuerpo especifico acoplado a la tincion con DAPI para
visualizar los nucleos en células HBMEC. La Figura 32A muestra imagenes representativas
de esta marcacion, donde se ve que el grupo HBMEC tratado con AB 1-40 presentdé marca

nuclear de esta proteina, mientras que no se observo en los otros grupos.


https://www.zotero.org/google-docs/?DU8RqC
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Figura 32. Gall disminuyé la translocacion nuclear de NFkB inducida por AB 1-40. Imagenes representativas de
inmunofluorescencia para NFKB acoplada a tincion con DAPI en HBMEC expuestas a AS 1-40, a AB 1-40 + Gall
o Gall. Las flechas blancas sefialan la marca nuclear de NFkB. (B) Cuantificacién de la intensidad de marca
NFkB+ (mean grey value) nuclear respecto a la marca citoplasmatica. Los valores se encuentran relativizados al
grupo vehiculo (Veh). Se cuantifico este parametro para 30-40 células pertenecientes a muestras distintas de cada
grupo experimental. Los resultados fueron consistentes en dos experimentos independientes. ****p<0.0001

ANOVA seguido de comparaciones de Tukey. Barra de escala = 20 um.

En efecto, se observé una marcada activacion de NF-kB en células HBMEC tratadas con AR
1-40, evidenciada por un aumento significativo en la translocacion nuclear de NF-kB en
comparacion con el grupo control vehiculo, medido nuevamente a través de la proporcion
entre la densidad Optica nuclear y la citoplasmatica (flechas blancas, Figura 32B). Este
resultado sugiere una activacion de la via de sefalizacién mediada por NF-kB en respuesta
al tratamiento con AB 1-40, implicando asi un posible mecanismo inflamatorio en las células
endoteliales durante la EA. Por su parte, el cotratamiento con Gall disminuy0 la translocacion
nuclear de NF-kB inducida por AB 1-40, indicando un efecto inhibidor de Gall sobre la

activacion de NF-kB en células HBMEC expuestas al péptido amiloide.

Cuando las células se expusieron sélo a Gall no se detecté activacion en las HBMEC medido
por la translocacion de NF-kB, lo que es positivo ya que este factor de transcripcién es un
reconocido inductor de procesos inflamatorios. Adicionalmente, respalda la nocién de que

Gall atenua la respuesta inflamatoria, y no la promueve, en células endoteliales.

Estos resultados sugieren un posible papel protector para Gall en la mitigacion de la

inflamacién asociada a la EA.

Expresion del marcador de inflamasomas NLRP3 en HBMEC
expuestas a AB y efecto de Gall

Las sefales consideradas de alarma que pueden activar el inflamasoma NLRP3 son muy
amplias, cémo las especies reactivas del oxigeno, el AB y sefiales asociadas a dafio como
debris mitocondrial. A su vez, la induccidn de estrés de RE es capaz de activar al inflamasoma
NLRP3, principalmente, a través de XBP1. En consecuencia, se evaluaron los niveles de

expresion del ARNm de NLRP3 de las células HBMEC expuestas a los distintos tratamientos.



Los niveles de ARNm en células expuestas a AB 1-40 mostraron un incremento en
comparacion con la condicién control. Este aumento se vio contrarrestado por el tratamiento
conjunto con Gall, como se evidencia en la Figura 29, mostrando que los niveles de NLRP3
fueron significativamente menores en el grupo AR 1-40 + Gall en comparacion con el grupo
AB 1-40. Por lo tanto, los efectos de Gall no solo son interesantes en cuanto a la disminucion
de las vias de UPR (y posible resolucion del estrés de RE), sino que también se asociaron a
la disminucion de los niveles del ARNm de NLRP3. Este resultado también resulta auspicioso
en vista que NLRP3 es un integrador de sefiales de dafio, y que no sélo es una de las
terminales de la UPR. En este sentido, este resultado podria significar un estado mas

saludable de las HBMEC tras el tratamiento con Gall.
Por su parte las HBMEC expuestas solamente a Gall no mostraron variaciones de los niveles
ARNm de NLRP3 comparado con el grupo Veh, que ademas resultaron significativamente

menores que el grupo AR 1-40.
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Figura 29. Galectina-1 contrarresto el aumento del ARNm NLRP3 causado por AB 1-40 en células endoteliales de
microvasculatura cerebral humana (HBMEC). Las células se expusieron a AB 1-40 (0.1 uM) durante 24 h, Gall
(15 pg/ml) o ambas. Los niveles de expresion de ARNm se encuentran relativizados al tratamiento con vehiculo.
Los puntos corresponden a muestras individuales de tres experimentos independientes. Veh n=6, A 1-40 n=5,

AB 1-40 + Gall n=7, Gall n=5 *p<0.05, **p<0.01 ANOVA de dos vias seguido de comparaciones de Tukey
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Expresion de la citoquina proinflamatoria IL18 en HBMEC expuestas

a AB y efecto de Gall

La interleuquina-1f (IL-1B) es una citoquina ligada a la inflamacion crénica y se encuentra
asociada a la UPR maladaptativa, a las vias de activacion de NFkB, NLRP3 y muerte celular
(apoptosis, piroptosis). Para estudiar esta citoquina, se exploraron los niveles del ARNm de
IL18 mediante RT-PCR y la secrecion de esta proteina por ELISA sobre el medio
condicionado de las HBMEC expuestas a los distintos tratamientos de A 1-40, Gall o en

conjunto como se realizé en los distintos experimentos in vitro.

En las condiciones estudiadas, no se observaron cambios en el nivel de expresion del
mensajero de esta citoquina ante ninguno de los tratamientos (Figura 30). Cabe destacar que
los niveles basales, es decir el grupo Veh, muestra niveles muy bajos de este mensajero, e
incluso fueron dificiles de detectar, requiriendo una extensa puesta a punto del protocolo de
RT-PCR. Los valores absolutos de expresion del grupo Veh muestran niveles 60 veces
menores para IL1B que para los niveles detectados del ARNm de NLRP3. Esto quizas explica
la alta variacién de los niveles de IL1B entre las distintas muestras dentro de cada grupo
experimental. Tampoco se detectaron niveles de proteina por ELISA en el medio de cultivo

de las HBMEC para ningun grupo, por lo que dicho resultado no se muestra.
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Figura 30. AB 1-40 no caus6 aumentos en el ARNm IL18 en células endoteliales de microvasculatura cerebral
humana (HBMEC). Las células se expusieron a AB 1-40 (0.1 uM) durante 24 h, Gall (15 pg/ml) o ambas. Los
niveles de expresion de ARNm se encuentran relativizados al tratamiento con vehiculo. Los puntos corresponden
a muestras individuales de tres experimentos independientes. Veh n=6, AB 1-40 n=6, AB 1-40 + Gall n=7, Gall
n=6. El analisis estadistico realizado fue el ANOVA de dos vias. Para la cuantificacion se relativizaron los niveles
del ARNm blanco a la expresion del gen housekeeping GAPDH de cada muestra. Detalles del protocolo de RT-

PCR y el método de cuantificacién se encuentran en la seccién de métodos

Expresion del factor de transcripcion CHOP, efector de apoptosis
inducida por estrés de reticulo, en HBMEC expuestas a AB y efecto

de Gall

Cuando el sistema de UPR falla en el recobro de la proteostasis celular, se induce la
transcripciéon de CHOP, asociado a la muerte celular. Se evalué la expresion de este ARNm
en HBMEC expuestas a los distintos tratamientos mediante RT-PCR. No se detectaron
cambios en los niveles de CHOP expuestas en AR 1-40 (Figura 31). Esto se condice con los
resultados de MTT expuestos anteriormente, en los que se evalud la viabilidad de las HBMEC,
ya que no se vieron cambios tras la exposicion a AR 1-40. La no inducciéon de CHOP respalda

la evidencia de que, tras 24 h, el péptido no causa muerte en estas células.
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Figura 31. AB 1-40 no caus6 aumentos en el ARNm CHOP en células endoteliales de microvasculatura cerebral
humana (HBMEC). Las células se expusieron a AS 1-40 (0.1 uM) durante 24h, Gall (15 pg/ml) o ambas. Los
niveles de expresion de ARNm se encuentran relativizados al tratamiento con vehiculo. Los puntos corresponden
a muestras individuales de tres experimentos independientes. n=6 para todos los grupos. El andlisis estadistico
realizado fue el ANOVA de dos vias. Para la cuantificacion se relativizaron los niveles del ARNm blanco a la
expresion del gen housekeeping GAPDH de cada muestra. Detalles del protocolo de RT-PCR y el método de

cuantificaciéon se encuentran en la seccién de métodos

Parte 7.

Analisis de transcriptomica de hipocampo completo de ratones PDAPPJ20

transgénicos y no transgeénicos tratados con Galectina-1

Gall recupero patrones de expresion de genesets alterados en
ratones PDAPPJ20 transgénicos

Por ultimo, se exploraron los cambios asociados a la patologia en el perfil transcripcional del
hipocampo de ratones de 12 meses de edad Tg-Veh, NTg-Veh y Tg-Gall. Se realiz6 un
analisis transcriptdémico global (bulk RNA-seq) de muestras de ARN de todo el hipocampo
(n=3 por grupo). Se utilizé el Andlisis de Variacion de Conjuntos de Genes (GSVA por geneset
variation analysis) para estudiar los conjuntos de genes, 0 genesets, que experimentaban
cambios transcriptomicos entre los grupos, a partir de la informacion obtenida de Gene
Ontology. Esta ontologia permite la interpretacion funcional de los datos de transcriptomica,
agrupando resultados de productos de genes en conjuntos de genes segun procesos
biol6gicos. Dichos conjuntos de genes representan vias o procesos celulares particulares, y
Su uso se encuentra curado y respaldado por mdltiples trabajos que proponen estudiar
cambios en los procesos celulares. Este método calcula a nivel conjunto de genes si hay
cambios entre los grupos, comparados de a pares. Por ejemplo, toma un proceso celular a
partir de los genes que lo componen y utiliza la informacion de la expresidon de dichos genes

en el grupo experimental NTg-Veh y los compara con el grupo Tg-Veh, obteniendo un p-valor



asociado a este contraste. Repite dicho andlisis para todos los procesos y para todos los

grupos experimentales, comparandolos de a pares.

Los contrastes GSVA entre los tres grupos identificaron los genesets con cambios de
expresion significativos. En la Figura 33 se graficaron los resultados de este andlisis mediante
un diagrama de Venn. La Figura 33A muestra los conjuntos de genes aumentados entre las
comparaciones, mientras que en la Figura 33B se muestran los conjuntos de genes
disminuidos. Cada burbuja tiene asociada una leyenda del tipo “Tg-Gall vs NTg-Veh” siendo
el primero el grupo en el cual se observan las variaciones, y el segundo es el grupo con el
gue se estd comparando. Alli se observa la cantidad de genesets con diferencias entre las
comparaciones, como también los genesets con cambios que son compartidos entre las
distintas comparaciones. Se observa que es mayor el numero de los conjuntos de genes que
se diferencian entre los grupos Tg-Veh y NTg-Veh respecto a la comparacion Tg-Gall vs
NTg-Veh. Esto indicaria una disminucién de los procesos alterados tras el tratamiento de
Gall, tanto para procesos aumentados como disminuidos. En particular de los genesets con
una disminucién en su activacion, mientras que el grupo Tg-Veh presentaba 134 procesos
alterados respecto al NTg-Veh, Tg-Gall solo difiri6 de este dltimo en 15, y ambas
comparaciones sélo compartieron 1 geneset disminuido. También resulta interesante notar
los procesos que difieren entre los animales Tg-Veh y Tg-Gall, ya que demuestran los
cambios promovidos por el tratamiento con Gall. Alli vemos gue la activacién de numerosos
conjuntos de genes se encuentra modificada, con 79 procesos aumentados y 142
disminuidos. La tabla de la Figura 33, si bien no permite observar los procesos que coinciden
entre las comparaciones, muestra el nUmero de genesets que varia entre los grupos, para

una mejor interpretacion.
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Genesets activados Genesets disminuidos

Tg+Gal1 vs NTg Tg+GE(l|115;/s NTg

\,

Tg vs NTg Tgvs Tg+Gall  T9vs NTg Tg vs Tg+Gall
(116) (79) (134) (142)
B
Genesets activados Genesets disminuidos
NTg-Veh | Tg-Veh | Tg-Gall | NTg-Veh | Tg-Veh | Tg-Gall
NTg-Veh 116 72 135 15
Tg-Veh 79 142

Figura 33. Gall modula las alteraciones del perfil transcripcional del hipocampo de ratones PDAPPJ20 de 12
meses. Diagrama de Venn mostrando el solapamiento de los conjuntos de genes (genesets) regulados positiva y
negativamente (A y B respectivamente) extraidos del analisis de variacion de genesets (GSVA) a partir de
comparacion por pares entre los tres grupos. El tamafio de los circulos se condice con la cantidad de genesets en
cada grupo de contrastes. La interseccion indica vias compartidas entre comparaciones, de lo contrario son inicas
para ese contraste. La tabla resume las comparaciones de los procesos diferencialmente activados entre los

grupos. n=3 para cada grupo.

En conclusion, tras comparar los conjuntos de genes positiva y negativamente regulados, se
vio que los grupos NTg-Veh y Tg-Gall mostraron una mayor similitud en términos de la
activacion de la transcripcion de procesos celulares especificos. Al haber recibido el
tratamiento con Gall, los animales transgénicos mostraron una menor cantidad de genesets

diferencialmente expresados respecto a los NTg-Veh (Figura 33). En este sentido, la



administracién de Gall en los ratones Tg-Veh se asocié a un desplazamiento de los patrones

de expresion hacia el perfil que presentd el grupo NTg-Veh.

Para explorar mas a fondo estos perfiles, se realizé un Andlisis de Enriquecimiento de
Conjuntos de Genes (GSEA por geneset enrichment analysis) para valorar el enriquecimiento
de estos conjuntos de genes para cada muestra de hipocampo. GSEA genera un analisis de
variacion de actividad transcripcional de manera no supervisada, es decir, las muestras que
se le brindan al algoritmo no son catalogadas o etiquetadas segun hayan provenido de
animales NTg-Veh, Tg-Veh o Tg-Gall, permitiendo un analisis no sesgado. Por lo tanto, el
analisis se realiza desconociendo a qué grupo experimental pertenece cada ratén, se
ponderan todos los niveles de expresidon de, en este caso, las 9 muestras para obtener valores
relativos entre si. El resultado es la asignacion de una puntuacién o score para cada conjunto
de genes que va desde -1 para la menor activacion hasta +1 para la activacion maxima para
cada proceso y para cada animal, como se muestra en la Figura 34 mediante un gradiente de

color de azul a rojo.

Por lo tanto, el GSVA devolvi6é una lista con todos los conjuntos de genes diferencialmente
activados, es decir, todos aquellos que mostraban cambios significativos. A partir de dicha
lista, se identificaron y seleccionaron de manera manual aquellos involucrados con distintos
procesos de interés: funciobn neuronal, respuesta inmune, proteostasis celular y vias
vasculares. También se incluyé como parte de los resultados procesos metabdlicos, en
particular relacionados con la funciéon mitocondrial, ya que, aunque en principio no era un
objetivo analizarlos, fue evidente la aparicién de un importante nimero de estos procesos.
Para la visualizacién y una mejor descripcion, los genesets se separaron en las categorias
mencionadas en distintas figuras, y los resultados para cada animal se agruparon por grupo

experimental.

Activacion de procesos transcripcionales neuro-cognitivos

En primer lugar, se observaron las vias celulares asociadas a la cognicion y la funcién
cerebral. Se encontré6 que 63 genesets relacionados con estas funciones presentaban
diferencias significativas entre grupos. Como se describe abajo, son procesos que claramente

se encuentran relacionados con el mantenimiento y funcionamiento neuronal y cognitivo. El
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95% de ellos se encontraban menos activos en los ratones Tg-Veh, lo cual sugiere un claro
proceso neurodegenerativo con afectacion de la funcion neuronal asociado a la EA. Estos
conjuntos de genes incluyen diversos procesos implicados en etapas del desarrollo neuronal
(axones, dendritas, la diferenciacion y migracién de neuronas y mielinizacion). También se
observaron alteraciones en vias de desarrollo y mantenimiento de estructuras, especialmente
postsinapticas y presinapticas y expresion de proteinas, como receptores y

neurotransmisores.
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Figura 34. El tratamiento con Gall restaura el perfil de expresion de vias neuronales y cognitivas en ratones
PDAPPJ20 de 12 meses. Se muestran los resultados del Analisis de Enriquecimiento de Conjuntos de Genes
(GSEA por geneset enrichment analysis) de aquellos conjuntos de genes con diferencias significativas en el GSVA
identificados como procesos de la funcién neuronal. GSEA calcula la variaciéon de la actividad de manera no
supervisada para todas las muestras. La desviacién maxima de la puntuacién de enriquecimiento del conjunto de

genes con respecto a cero se indica como 1 (rojo) para el aumento y -1 (azul) para la disminucion de la actividad

Cabe destacar que alrededor del 40% de estos genesets estaban relacionados con la

cognicion y los procesos cerebrales superiores (aprendizaje asociativo, regulacion del



procesamiento del sistema nervioso, desarrollo del cerebro anterior, diferenciacion de
neuronas de la corteza cerebral, modulacion y expresion de CREB/cAMP, sefializacién del
calcio y de glutamato). Estos procesos se asocian al estado de la capacidad cognitiva de
estos ratones, por lo que la disminucién en el grupo Tg-Veh puede sugerir el involucramiento
de procesos patolégicos subyacentes al deterioro cognitivo observado en la EA. También se
identificé una disminucion de la transcripcién de genes involucrados en la gliogénesis. La
recuperacion de los niveles de actividad de estos procesos fue evidente en los ratones del
grupo Tg-Gall. El perfil de colores permite una mejor visualizacion, donde se observa una
gran similitud entre los ratones del grupo NTg-Veh y Tg-Gall. A partir de estos resultados de
RNAseq, podemos inferir que Gall se asocia con una recuperacion de vias moleculares

implicadas en procesos cognitivos.

Activacion de procesos transcripcionales vasculares

Los procesos bioldgicos, moleculares y celulares correspondientes a los conjuntos de genes
gue mostraron diferencias significativas asociados a la funcion vascular se muestran en la
Figura 35. Las muestras de ARN aqui presentadas corresponden a hipocampo completo.
Teniendo esto en consideracion, de todos modos, se han podido distinguir procesos
transcripcionales alterados en el ratbn modelo de EA cuya relevancia y expresion es mas
prominente en la vasculatura, en especial en las células endoteliales. Por eso, aunque no es
posible asegurarlo, los hemos considerado como alteraciones de genesets relacionados de
funcidén vascular. La seleccidén de estos genesets se condice con el reporte de los procesos
alterados en células endoteliales de corteza prefrontal en pacientes con EA que, junto al

hipocampo, es una de las zonas mas afectadas por la patologia (Lau et al. 2020).
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Figura 35. El tratamiento con Gall restaura el perfil de expresion de vias vasculares en ratones PDAPPJ20 de 12
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meses. Se muestran los resultados de GSEA de aquellos conjuntos de genes con diferencias significativas en
esta categoria. La desviacion maxima de la puntuacién de enriquecimiento del conjunto de genes con respecto a

cero se indica como 1 (rojo) para el aumento y -1 (azul) para la disminucion de la actividad

Resulta relevante para esta Tesis la mencidon en mayor detalle de los conjuntos de genes
alterados asociados a la respuesta endotelial. Como evidencia de la alteracion patolégica del
endotelio hipocampal en el modelo de EA, en el grupo Tg-Veh se encontré elevada la
actividad del conjunto de genes regulacion positiva del proceso de transicion de células
epiteliales a mesenquimales (epithelial-to-mesenchymal transition). Evidentemente, la
muestra de hipocampo carece de células epiteliales. Sin embargo, este proceso tiene su
analogo en células endoteliales, endothelial-to-mesenchymal transition (EndMT) (Hashimoto
etal. 2023; Mehta etal. 2021). Durante este proceso, las células pierden el fenotipo
polarizado que les permite la adhesién a la membrana basal y adquieren un fenotipo
mesenquimal, que se caracteriza por una mayor capacidad migratoria, invasividad a los
tejidos, mayor resistencia a la apoptosis y una incrementada produccién de componentes de
la matriz extracelular. También disminuye la expresién de proteinas de anclaje y contacto
célula-célula. En este sentido, un vaso cuyas células endoteliales adquieran un fenotipo
mesenquimal, presentardn mayor permeabilidad, mayor fibrosis, y pérdida de la capacidad

de transporte transcelular especifico.

Al contrario, este proceso no mostré aumentos de actividad en los ratones Tg-Gall. Esto
resulta de suma importancia para validar el trabajo realizado y los resultados de recuperacion
de fenotipo endotelial, como la permeabilidad de la barrera hematoencefalica con Gall, tanto

en el modelo in vivo como in vitro.

El conjunto de genes relacionado con la via de union de B-catenina, via asociada con
procesos patologicos de remodelacion vascular, se encontrd disminuido en el grupo Tg-Veh
respecto tanto al grupo NTg-Veh como al Tg-Gall, En concordancia con la alteracion del
fenotipo de la microvasculatura cerebral, los procesos que regulan la actividad de las
integrinas presentaron mayor actividad en el grupo Tg-Veh respecto al grupo NTg-Veh. Los
animales transgénicos que recibieron Gall tampoco evidenciaron cambios en la actividad de

estos procesos.


https://www.zotero.org/google-docs/?2l4t6R
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Resulta importante destacar que el grupo Tg-Gall mostré un aumento significativo de la
actividad del geneset asociado al ensamblado de uniones celulares (cell junction assembly)
en comparacion con el grupo Tg-Veh, lo que permite inferir que Gall tendria la capacidad de
modular positivamente las vias que involucran la expresion de proteinas de unién estrecha,

fundamentales para la integridad de la BHE.

En el grupo Tg-Veh se encontré aumentado el conjunto de genes de matriz extracelular que
otorgan resistencia a la compresion, indicativo de posible desarrollo fibrético, mientras que

este aumento no se verifico en los grupos NTg-Veh y Tg-Gall.

Respecto al fenotipo endotelial, se encontraron disminuidos el ensamblaje de uniones de
anclaje entre células y desarrollo de células epiteliales solamente en los ratones Tg-Veh. El
geneset ensamblaje de uniones gap, se vio elevado en los ratones Tg-Veh respecto del NTg-

Veh, mientras que el grupo Tg-Gall mostré una recuperacién de la expresion de esta via.

Otro geneset que evidencié alteraciones en los ratones Tg-Veh fue el complejo de proteinas
involucradas en adhesiéon celular, mostrando una mayor actividad en los genes que lo
componen. Se ha descrito en varias oportunidades a lo largo de esta Tesis que, al haber
disfuncion endotelial, estas células aumentan las proteinas de adhesiébn que reconocen
células del sistema inmune circulantes, promoviendo la infiltracion de monocitos al cerebro y
exacerbando la respuesta inmune. Al no mostrar aumento de la actividad de este geneset,
los ratones Tg-Gall podrian tener una respuesta inmune mas conservada/atenuada, tal como

se ha descripto en diferentes escenarios experimentales (Toscano et al. 2011).

La calmodulina es una proteina que participa en diversas funciones, entre las que se destacan
la formacion de memorias, la inflamacién, y la contraccion de musculo liso a partir de su
implicancia en la sefializacion mediada por Ca®". La via de unién de calmodulina mostré
niveles disminuidos en el grupo Tg-Veh respecto al Tg-Gall, mientras que este Ultimo no se
diferencio del grupo NTg-Veh. Por ultimo, se observaron algunas variaciones entre el grupo
Tg-Gally NTg-Veh. En particular, en procesos de proliferacion asociados con la angiogénesis

(epithelial tube morphogenesis, epithelial cell development, endothelial cell chemotaxis).

En su conjunto, los genesets que presentaron cambios en su actividad en el ratén Tg-Veh
respecto a la funcién vascular evidenciaron una alteracion fenotipica que implica ciertas vias

comunes con el proceso de EndMT, la fibrosis, adhesion y comunicacién celular y expresion
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de proteinas de uniones estrechas, entre otros. El grupo de animales Tg-Gall mostré una

recuperacion de los genesets relacionados con estos procesos.

Activacion de vias de procesamiento y homeostasis proteica

Se identificaron procesos involucrados en la homeostasis y metabolismo de proteinas
diferencialmente activados en los grupos analizados, lo que se muestra en la Figura 36. Los
hipocampos de los ratones Tg-Veh presentaron un perfil indicativo de un aumento prominente
de la sintesis proteica respecto a los ratones NTg-Veh. Se observé perfil de mayor actividad
en diversos procesos de transcripcion, traduccion, y procesamiento proteico, que fueron

acompafiados por una disminucién en los genesets reguladores de estas vias.

En cuanto a la transcripcion, se observo una disminucion en sus procesos regulatorios en
comparacion a los ratones NTg-Veh, incluyendo menor actividad de reguladores de unién al
ADN vy represores de unién a ARN, entre otros. A su vez, estos ratones presentaron alta
actividad del conjunto de genes llamados spliceosomas, esenciales para el procesamiento de

ARNmM.

Respecto a la actividad traduccional, los ratones Tg-Veh mostraron elevadas las vias de
expresion de ribosomas, subunidades del mismo, actividad de polisomas, actividad de unién

del ribosoma, y también una mayor actividad de las vias de iniciacion de la traduccién.

A nivel de proteinas, se encontré alterada la actividad del procesamiento proteico, como una
alta actividad en el proceso de plegado de proteinas y disminucidn de procesos relacionados

a la red de trans-Golgi.

Los procesos de degradacion también presentaron diferencias entre el Tg-Veh y NTg-Veh.
Se detect6 la disminucién del geneset que agrupa genes ligados a la ubiquitinacién de
proteinas, y también el aumento de expresién del complejo proteasoma, que podria
comprender un mecanismo celular compensatorio. El geneset membrana de endosoma tardio

de suma relevancia en el proceso de autofagia y transporte celular, también se vio alterado.
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Figura 36. El tratamiento con Gall restaura el perfil de expresién de vias de proteostasis en ratones PDAPPJ20
de 12 meses. Se muestran los resultados de GSEA de aquellos conjuntos de genes con diferencias significativas
en esta categoria. La desviacion maxima de la puntuacién de enriquecimiento del conjunto de genes con respecto

a cero se indica como 1 (rojo) para el aumento y -1 (azul) para la disminucién de la actividad

Por otro lado, los animales Tg-Gall mostraron perfiles de expresién similares a los NTg-Veh.
Este fendbmeno respalda la hipétesis de que Gall colabora con la recuperacion de la

homeostasis proteica en las células.

Es relevante notar que el geneset de transporte lisosomal se mostrd con actividad aumentada
en los Tg-Gall respecto al Tg-Veh. A su vez, el geneset estabilidad proteica, que podria
indicar el mantenimiento de la proteostasis, presenté una mayor actividad también en el grupo

Tg-Gall.

Activacion de procesos transcripcionales de respuesta inmune

La Figura 37 muestra los resultados del GSEA de 19 genesets relacionados con la respuesta
inmunoldgica diferencialmente regulados en el GSVA. En general, los ratones transgénicos
mostraron alta actividad en procesos inmunes, muchos de los cuales tienen un caracter

proinflamatorio.
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Entre los procesos aumentados en el grupo Tg-Veh se encontraron: expresion de citoquinas
proinflamatorias (IFN-y, IL-13, TGF-B), vias relacionadas con el complemento (activacion del
complemento) y respuesta inmune humoral. Las vias de proliferacién y activacién de las
células inmunitarias representaron el 25% del aumento de expresion de los genesets,
incluyendo procesos de actividad, proliferacién y/o diferenciacién de células mieloides y
células T. También aumentaron otras vias de respuesta inmunitaria, como el procesamiento

y la presentacion de antigenos y la lisis celular, entre otras.

La alta actividad de estos conjuntos de genes en el grupo Tg-Veh resulté muy marcada,
contrastando con una baja expresién de estas vias tanto en los ratones NTg-Veh como en los
ratones Tg-Gall. Este ultimo, presenté un patron mucho mas similar al grupo NTg-Veh, lo
gue sugiere que el tratamiento con Gall actué como modulador de la respuesta inmune y

restauro la expresion de numerosos genesets.
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Figura 37. El tratamiento con Gall restaura el perfil de expresioén relacionado con la respuesta inmune en ratones
PDAPPJ20 de 12 meses. Se muestran los resultados de GSEA de aquellos conjuntos de genes con diferencias
significativas en esta categoria. La desviacion maxima de la puntuacion de enriquecimiento del conjunto de genes

con respecto a cero se indica como 1 (rojo) para el aumento y -1 (azul) para la disminucion de la actividad.

Activacion de procesos transcripcionales metabaolicos

Por dltimo, se identificaron genesets relacionados con el metabolismo/funcion mitocondrial.
La expresion de la mayoria de estos conjuntos de genes fue pronunciadamente mayor en Tg-
Veh frente a los otros grupos, que se observan en la Figura 38. Los genesets elevados en
estos ratones evidenciaron una fuerte presencia de procesos caracteristicos de la funcion
mitocondrial, el estado redox, y procesos metabdlicos generales. Se vio una actividad
aumentada de los genesets de funcién mitocondrial, incluyendo el ensamblaje de complejos

de la cadena respiratoria mitocondrial, la sintesis de ATP y la organizacién mitocondrial. Los



cambios relacionados con la respiracion celular (respiracion aerdbica, cadena respiratoria
mitocondrial, fosforilacion oxidativa, actividad de transferencia de electrones y mas)
representan el 30% de esta categoria. Ademas, también se observé el aumento en la
actividad de procesos de organizacion y proteinas mitocondriales en el grupo Tg-Veh. En otro
aspecto, se observé una mayor activacion de los conjuntos de genes involucrados en la
actividad antioxidante en los ratones Tg-Veh. Estos procesos involucrados se vieron
relacionados con la actividad oxidorreductasa, el metabolismo del perdxido de hidrégeno,
actividad del enzima glutation peroxidasa y la detoxificacién, lo que sugiere una respuesta
elevada a estos procesos. Los conjuntos de genes vinculados al funcionamiento metabdlico
mostraron actividad similar entre los animales Tg-Gall y NTg-Veh, evidenciando efectos del

tratamiento sobre los mecanismos moleculares subyacentes a la patologia.
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Figura 38. El tratamiento con Gall restaura el perfil de expresion de vias metabdlicas en ratones PDAPPJ20 de
12 meses. Se muestran los resultados de GSEA de aquellos conjuntos de genes con diferencias significativas en
esta categoria. La desviacion maxima de la puntuacién de enriquecimiento del conjunto de genes con respecto a

cero se indica como 1 (rojo) para el aumento y -1 (azul) para la disminucién de la actividad.
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Discusion



1. Gall mejord la funcion cognitiva y neuronal

en ratones PDAPPJ20

Los pacientes que padecen la EA suelen experimentar déficits en la memoria espacial, en
particular en la formacion de nuevas memorias, las cuales son dependientes del hipocampo.
El primer resultado presentado en esta Tesis es de especial importancia, ya que evallta el
aspecto cognitivo en dos pruebas especificas -en grupos experimentales separados- tras el
tratamiento con Gall. A partir de los resultados en pruebas comportamentales, se logré
evidenciar una mejora de la memoria espacial a corto y mediano plazo en el grupo Tg-Gall.
Especificamente, en la prueba de NOL, se observé que los ratones tratados con Gall
mostraron una preferencia significativa por el objeto relocalizado en comparacién con los
ratones no tratados con Gall, lo que indica una restauracion de la capacidad de
reconocimiento espacial de los objetos. Ademas, en la prueba del laberinto en Y, mientras
gue los ratones Tg-Veh tuvieron un desempefio deficiente, los ratones tratados con Gall
mostraron un tiempo de exploracion en el brazo novedoso similar al grupo control, lo que
sugiere una recuperacion en la capacidad de realizar esta tarea. El laberinto en Y es una
tarea, en comparacion con el NOL, donde la arena se encuentra dividida en compartimentos
y no hay objetos visibles atractivos para el ratdbn como el NOL, donde realiza una tarea activa
de seleccion de objeto. Por lo tanto, estas tareas implican diferentes procesos de memoria
espacial y, por lo tanto, resulta valioso obtener una mejora en ambos parametros. En
conjunto, estas pruebas permiten sugerir una recuperacion en la capacidad de formar nuevas

memorias espaciales en los ratones Tg-Gall.

El andlisis de RNAseq revelo la disminucion de la actividad en diversas vias relacionadas al
desarrollo neuronal, la funciébn cognitiva y la gliogénesis en los ratones Tg-Veh en
comparacion con los ratones NTg-Veh. En este sentido, el analisis de procesos
transcriptomicos del hipocampo respalda las pruebas conductuales, donde los ratones Tg-
Veh muestran un bajo desempefio en pruebas de memoria espacial. La recuperacion de los
niveles de actividad de estos procesos se observo en los ratones Tg-Gall, sugiriendo una
asociacion entre Gall y la recuperacion de vias moleculares implicadas en procesos
cognitivos. En particular, se observd una disminucién en la expresion de genes relacionados

con el desarrollo, funcionamiento neuronal y cognitivo en los ratones Tg-Veh en comparacion
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con los ratones Tg-Gall y NTg-Veh. Aquellos ratones transgénicos que recibieron Gall
mostraron recuperacién de conjuntos de genes asociados a procesos cognitivos, funcion
neuronal, y mecanismos moleculares relacionados a la formacion de memorias y el
aprendizaje asociativo, incluyendo la formacién de espinas neuronales y la diferenciacién
tanto neuronal como de sus precursores. Este fenomeno se acompafio de vias relacionadas
con estructuras de comunicacion neuronal como estructuras sinapticas y el aumento de

neurotransmisores, neuropéptidos y canales de voltaje.

La memoria espacial y el efecto positivo del tratamiento con Gall no habian sido previamente
estudiados. Sin embargo, hay antecedentes que sugieren un rol neuroprotector para esta
proteina (Mendez-Huergo et al. 2014; Rabinovich y Croci 2012; Starossom et al. 2012). En la
encefalomielitis autoinmune experimental (EAE), modelo de esclerosis multiple, Gall indujo
un fenotipo de microglia M2 deactivado y fue capaz de promover la diferenciacién de
oligodendrocitos y la remielinizacion axonal (Starossom et al. 2012). A su vez, Quinta y
colaboradores demostraron en un modelo murino de dafio a la médula espinal que la
administracién local de Gall promueve la regeneracion axonal a través de la regulacion de
las uniones entre neuropilina-1 (NRP-1) y semaforina. Dicho trabajo describié que Gall es
capaz de disminuir el estado oxidativo del microambiente y promover la repolimerizacion de
F-actina en el cono axonal, lo que contribuiria a la recuperacién neuronal (Quinta et al. 2014).
En el modelo de desmielinizacion murino por inyeccion de lisolecitina, la administracion de
Gall se asocio a la proliferacién de oligodendrocitos maduros, colaborando en el proceso de
remielinizacion (Rinaldi et al. 2016). Ambos modelos también describieron la deactivacion

microglial, contribuyendo a la induccién del fenotipo M2, asociado con la neuroproteccion.

En concordancia con la bibliografia, dentro de las vias significativamente restauradas segun
el andlisis transcriptomico realizado en esta Tesis, se encontraron procesos relacionados con
el aumento de la mielinizacion neuronal (proliferacion de células de Schwann, envoltura de
neuronas, vaina de mielina). A su vez, el incremento de la via de gliogénesis podria
encontrarse relacionado con la proliferacion de precursores neuronales, que dan linaje tanto
a nuevas neuronas, astrocitos y oligodendrocitos, encargados de la produccion de mielina en
el SNC. El andlisis realizado también evidencio la regeneracion axonal involucrando diversos
procesos, como el incremento de la actividad de los conjuntos de genes de proyecciones

neuronales, desarrollo de dendritas, transporte axén-dendrita, entre otros. En este sentido,
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recientemente en un modelo de enfermedad de Parkinson, también se observaron efectos
positivos luego del tratamiento con Gall en la prevencion de la neurodegeneracion de
neuronas dopaminérgicas en la sustancia nigra, acompafiado por la modulacién del fenotipo

microglial (Y. Li et al. 2020).

Si bien en esta categoria de conjuntos de genes agrupamos todos los observados con la
funcién neuronal, no es posible discernir en qué tipos celulares suceden dichas variaciones
de actividad transcripcional. Por ejemplo, respecto a la estructura y funcién neuronal, se
observan cambios en las estructuras especialmente postsinapticas y presinapticas, expresion
de receptores y neurotransmisores, y mielinizacion. En este sentido, el trabajo de Lau y
colaboradores estudié mediante la secuenciacion de ARN de nicleos Unicos, 169.496 células
de muestras corticales prefrontales de pacientes con EA y controles sanos. Esta investigacion
permitié conocer los cambios de expresion de vias y genes especificos para cada tipo celular,
relacionados a la patologia de la EA. Alli revelaron que los mayores cambios observados
respondieron a cuatro vias moleculares: angiogénesis en células endoteliales, respuesta
inmune en células endoteliales y microglia, mielinizacion en oligodendrocitos y sefializacion
sinaptica en astrocitos y neuronas. Comparar lo obtenido aqui con estos resultados es
sumamente interesante. En principio, en neuronas, se destacaron la alteracion de vias
asociadas con la organizacion neuronal, como la organizacion y adhesién sinapticas y
desarrollo axonal. En los datos obtenidos en esta Tesis, se observaron alteraciones similares
en el ensamblaje sindptico y formacién axonal en los ratones Tg-Veh, que fueron restaurados

por el tratamiento de Gall.

Otros de los genesets destacados en estos ratones, como la disminucién de la actividad de
regulacion de neurotransmisores, sefializacion sinaptica y distintos procesos del metabolismo
del glutamato (receptores, regulacion de la secrecion), coincidieron con los reportados por
Lau et al. Alli mostraron que dichos procesos se encontraron desregulados en astrocitos. La
pérdida de homeostasis astrocitica resulta neurotdxica e impacta en la funciéon sinaptica y
neuronal (Verkhratsky et al. 2023). En efecto, la alteracion del reciclaje de neurotransmisores,
especialmente el glutamato, provoca excitotoxicidad y conduce a la muerte neuronal (Hynd,
Scott, y Dodd 2004), por lo que la alteracion de estos procesos identificados tanto en esta

Tesis como en la bibliografia podrian contribuir a la neurodegeneracion.

127


https://www.zotero.org/google-docs/?C7ryul
https://www.zotero.org/google-docs/?1DucxC
https://www.zotero.org/google-docs/?1DucxC

También los resultados de este trabajo coinciden con la disminucién de procesos de
mielinizacibn que, como se mencionaron, fueron detectados en la poblacion de

oligodendrocitos.

El andlisis en los ratones Tg-Veh también mostré disminucion en la sefializacion de Ca?* en
comparacion con el grupo NTg-Veh, y que se vio normalizado en los ratones tratados con
Gall. Recientemente, un meta-analisis que incluyd datos de secuenciacién de célula Unica
de 6 publicaciones independientes de distintas regiones de la corteza de pacientes con EA,
observo alteracién en genes implicados en la sefializacion de Ca?* en astrocitos (Bouland et
al. 2023). La disminucion de la respuesta sefiales de Ca?* en este tipo celular se ha observado
en un modelo murino de la EA transgénico de APP, y se considera un mecanismo que podria
impactar negativamente sobre el metabolismo neuronal, especialmente contribuyendo al
desacoplamiento neurovascular durante la locomocion y la respuesta emocional a la sorpresa
(Abjgrsbraten et al. 2022). El meta-analisis mencionado, realiz6 un estudio de la conexion de
los cambios transcripcionales, estudiando cémo se interrelacionan los genes regulados
diferencialmente en los distintos tipos celulares. Es interesante remarcar que dicho estudio
determiné que los cambios transcripcionales se encontraban coordinados entre los distintos
componentes de la UNV. En particular, el andlisis de conexién entre genes sugirié que los
cambios de expresion en neuronas se encontraban inducidos por procesos gliales (Bouland
et al. 2023). Este analisis apoya la naturaleza multicausal de la EA, donde la comunicacion

celular es un componente critico del proceso patogénico.

Por lo tanto, los datos que aqui se presentaron son respaldados con la bibliografia disponible,
ya que los procesos destacados que engloban la funcion neuronal son los mismos. Esto
también aflade evidencia para el empleo del ratbn PDAPPJ20 como un buen modelo para
estudiar la EA. Es sumamente promisorio que el tratamiento con Gall haya logrado la
recomposicion de los niveles de numerosos procesos neuronales alterados en los ratones

Tg-Veh que también, segun la bibliografia, son deficientes en pacientes con EA.

Por ultimo, otro aspecto observado puede estar relacionado con la neurodegeneracion en la
EA. Como se discutird mas adelante, la pérdida de integridad de la BHE que se observa en
pacientes se relaciona con la infiltracion de linfocitos T CD8+ citotoxicos, que exacerban la

respuesta inflamatoria generando muerte neuronal. Estas células son blanco de Gall, que
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induce su apoptosis, lo que podria contribuir a disminuir el tono inflamatorio de la EA mediante

este mecanismo y ejercer de este modo un rol neuroprotector (Marifio et al; 2023).

Ademas, el RNAseq aporto evidencia novedosa de que los ratones Tg-Gall mostraron niveles
elevados de actividad en las vias asociadas a la cognicion y procesos cerebrales superiores,
lo que indica una mejora en la capacidad cognitiva de estos ratones. Este efecto apoya la
accion moduladora de Gall sobre el comportamiento y memoria espacial de ratones con EA.
De esta manera, los resultados de esta Tesis afiaden evidencia de los beneficios del

tratamiento de Gall en patologias del SNC.

En resumen, los resultados de las pruebas comportamentales y los analisis de RNAseq
proporcionan una visién complementaria de los efectos del tratamiento con Gall en la funcién
cerebral y la cogniciébn en ratones con EA. Se puede inferir un estado de deterioro
neurocognitivo en los ratones con EA, caracterizado por una reduccion en la actividad de vias
moleculares criticas para la funcién neuronal y que, ademas, Gall estaria participando en la
recuperacion de los procesos subyacentes a la neurodegeneracion. Estos hallazgos aportan
evidencia del impacto beneficioso del tratamiento con Gall, mejorando significativamente el
rendimiento cognitivo en ratones transgénicos de 12 meses y sugiriendo un efecto positivo
sobre la funcién y los procesos neuronales en el hipocampo, una regién clave para la

formacion de memorias espaciales.

2. Gall disminuyo el AB parenquimatico y el AB

vascular en el hipocampo de ratones PDAPPJ20

El AB resulta toxico y proinflamatorio para la mayoria de los componentes de la UNV, lo que
induce estrés oxidativo, neuroinflamacion, neurodegeneracion y déficit cognitivos. Por ello, la
eliminacion del péptido es el foco de muchas terapias en desarrollo y la accién de un agente
terapéutico que impida su formacién o reduzca la carga podria contribuir a detener el progreso

de la patologia.

En este trabajo, la carga de amiloide en el hipocampo se determind en secciones cerebrales

de ratones Tg-Veh y Tg-Gall mediante tincidon con rojo Congo. Antecedentes de nuestro
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grupo constataron que dicha tincion resulta especifica para los depésitos de AR, mediante la
realizacion de una inmunohistoquimica empleando el anticuerpo 4G8, que reconoce los
residuos 18-23 de AB y de APP, en secciones continuas de cortes coronales de ratén y
comparando las marcas. Segun lo estudiado, las secciones teflidas con rojo Congo
proporcionan una mayor relacion sefal especifica/fondo que la inmunohistoquimica en las
placas amiloides, lo que fundamenta su uso para estudiar este pardmetro (Beauquis et al.
2013). Mediante esta técnica, se observo una disminucion significativa en la carga amiloide
en los ratones transgénicos tratados con Gall, lo que sugiere un efecto protector de Gall
contra la acumulacién de placas amiloides en esta region crucial para la memoria. De manera
promisoria, Gall podria tener un efecto modulador sobre la patologia amiloide en la EA y la
progresion de la enfermedad. Ademas, se determiné que las placas pequefias (aquellas con
un area menor a 50 um?) aportaron mayoritariamente a esta diferencia, mientras que el
tratamiento mostré6 menor efectividad en placas de mayor tamafio. Esto sugiere un posible
mecanismo de accién de Gall asociado a la eliminacion de oligdbmeros solubles y/o
protofibrillas de AB en pequefios depésitos. Las dos vias principales para la eliminacion de
APB son, como se mencion6 previamente, su salida a través de los compartimentos del sistema

vascular (en especial la BHE) y, en segundo lugar, la degradacién mediada por microglia.

En los dltimos afos, los tratamientos modificadores de la EA se han centrado principalmente
en la inmunizacion pasiva con anticuerpos anti-AB, que buscan facilitar la eliminacion de
depésitos a través de la formacion de complejos inmunes de anticuerpos con el AB. La
hipotesis general es que estos complejos dirigen la respuesta inmune e incrementen la
degradacion estimulando la secrecidbn de enzimas metaloproteasas y la fagocitosis del
péptido. El entusiasmo por estas inmunoterapias se ve obstaculizado por varios eventos
adversos, muchas veces severos, como las anormalidades en imagenes relacionadas con el
amiloide (ARIA), mencionadas en la introduccién de esta tesis, observadas en varios ensayos

clinicos (Taylor et al. 2023).

En un estudio dentro del marco del proyecto, nuestro laboratorio ahondé en los efectos de
Gall sobre la microglia, involucrada en eliminacion de depdsitos en el parénquima, en
resultados que no se muestran en esta Tesis y que, sin embargo, son relevantes en la
discusion de este trabajo. Los resultados sugeririan una deactivacion de la microglia hacia un

fenotipo alternativo menos reactivo con recuperacion de las capacidades homeostaticas.
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Como punto importante, observamos que la capacidad de fagocitar especificamente AR 1-42
se vio positivamente modulada por Gall a través de mecanismos que involucran el
reconocimiento de glicanos por parte de esta lectina. El efecto de Gall sobre la microglia
podria explicar parte de la disminucion de la carga amiloide y de la actividad de vias
inflamatorias en el hipocampo que evidencia el RNAseq. Si bien dichos resultados no son
mostrados aqui, la importancia de estos es clave para abordar los efectos del tratamiento con

Gall sobre los animales transgénicos para la EA.

Por otro lado, no se puede ignorar que la mayoria del A producido se encuentra en estado
soluble y es eliminado a través de la vasculatura mediante la BHE. El estado funcional y
estructural de la vasculatura tiene un efecto directo sobre la eliminacion y formacion de
depdsitos de AB.

En particular, ya que se ha demostrado que la presencia de depésitos amiloides sobre la
vasculatura generan disfuncién sobre los sistemas de eliminacion perivasculares (Kim et al.
2020), algunos trabajos apuntaron a estimular la vasculatura con el fin de mejorar la
eliminacion del péptido amiloide. En modelos animales de EA, se ha demostrado que la
terapia luminica de laser a baja intensidad estimula el movimiento de fluidos por el sistema
glinfatico y aumenta la eliminacion del AR (Semyachkina-Glushkovskaya et al. 2021; Grillo
et al. 2013). Sin embargo, la estimulacion laser tiene una limitacién en cuanto a las zonas que
se puede estimular de manera transcraneal, requiriendo estimulacion invasiva para las zonas
mas internas a la corteza, lo que dificulta su potencial terapéutico en humanos (Salehpour

et al. 2018).

Teniendo en cuenta la importancia de reducir la carga amiloide como una estrategia
terapéutica potencial para la EA, la administracion de Gall se presenta como una intervencién

prometedora de este aspecto de la patologia.

Los resultados de la segunda parte de este estudio revelan que el tratamiento con Gall tiene
un impacto significativo en las alteraciones vasculares en el hilio del hipocampo de ratones
PDAPPJ20, modelo de EA. Nuestros resultados contribuyen a una nueva perspectiva sobre

el posible papel de esta proteina en la patologia.

Las especies de AR presentes en el cerebro de pacientes y de modelos experimentales tienen

distintas propiedades biofisicas y bioquimicas. Esto les otorga a las variantes del péptido
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distintas solubilidades y dinamicas de agregacion, lo que puede influenciar en sus efectos

patofisiologicos.

Los resultados de esta Tesis muestran una clara reduccién de los depdsitos sobre la
vasculatura en animales transgénicos en un estadio avanzado de la patologia tratados con
Gall. A partir del analisis de colocalizacion de las marcas de AB y el endotelio en los cortes
de cerebro, se pudo observar que tanto el area de los vasos cubierta por AR, como el nimero
de segmentos vasculares con AB se redujeron en el grupo Tg-Gall en comparacién al grupo
Tg-Veh. Esto sugiere una capacidad de Gall para regular la acumulacion de AB en los vasos

sanguineos.

Una gran parte del AR se acumula en la membrana basal de células endoteliales y células
murales en capilares y arterias. Esto lleva a una alteracion morfolégica en la membrana basal
periarterial, a la pérdida de VSMCs y al aumento de la pulsatilidad vascular, es decir, la
actividad vasomotora ténica, exacerbando la disrupcion en el intercambio de fluidos y la
progresion de la patologia amiloide. En este sentido, las graves alteraciones del sistema
perivascular en ratones transgénicos con EA comprometen la eliminacion de AB (Kim et al.
2020). Por otro lado, en estudio reciente mostr6é que en el cerebro de pacientes con EA, las
células vasculares presentan niveles mas bajos de la glicoproteina P y la neprilisina, las

cuales participan en la eliminacién de AB (Solis, Hascup, y Hascup 2020).

A su vez, se ha vinculado la deposicion amiloide vascular con el desarrollo de
microhemorragias o edemas que se visualizan por técnicas de imagenes (anormalidades en
imagenes relacionadas al amiloide, o ARIA) en pacientes que recibieron inmunoterapias anti-
AB. Aungue estos tratamientos lograron reducir los niveles totales de A, su administracion
también provoca una notable respuesta inflamatoria, intensifica la permeabilidad vascular,
compromete la integridad vascular y desencadena la aparicion de microhemorragias o
edemas en modelos de ratones y pacientes con EA. Un trabajo reciente ha descrito un posible
mecanismo para ARIA: los anticuerpos forman complejos insolubles con el AR de localizacion
vascular causando un aumento de la extravasacion de proteinas plasmaticas y
microhemorragias en ratones PDAPP (Taylor et al. 2023). A su vez, se ha asociado a la
activacion sostenida de los macréfagos perivasculares con la disfuncion neurovascular

inducida por estas terapias.
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Nueva evidencia publicada por Kim y colaboradores demuestra que uno de los mecanismos
por los que el amiloide lleva al aumento de la permeabilidad de la BHE es mediante la
perforacion de la membrana basal endotelial/mural donde se acumula el péptido. Dicho
trabajo también detect6 que la alteracién de la integridad de la membrana basal permite que
la proteina AR entre en el compartimiento cerebral y se acumule también fuera de la
membrana basal (Gireud-Goss et al. 2021). En este sentido, la angiopatia cerebral amiloide
es un componente importante de la EA, relacionado con el dafio vascular, la activacion
endotelial, el dafio a la BHE, la infiltracion de monocitos y la neuroinflamacion, factores que

contribuyen al déficit cognitivo y al progreso de la patologia.

En definitiva, los resultados obtenidos sugieren la capacidad de Gall para regular la
acumulacion de AB en los vasos sanguineos, lo que podria impactar sobre la progresion de
la EA. Los procesos que podrian estar siendo modulados son diversos, incluyendo el
mantenimiento de la estructura y funcién vasculares y mecanismos de eliminacion del A,

como la eliminacion del péptido por otras vias.

Al reducir los depdsitos vasculares de AB, Gall podria contribuir modulando la BHE y
previniendo la pérdida de su integridad, mediante efectos sobre la restauracion del fenotipo
endotelial y la integridad de membrana basal, evitando la infiltracibn de monocitos y
mejorando la eliminacion de AB. Ademas, la funcion vascular depende de mudltiples
componentes de la UNV, por lo que Gall potencialmente podria modular mas de un tipo

celular.

3. Gall moduld la respuesta inflamatoria y

metabolica en la EA experimental

La evidencia muestra que la neuroinflamacion, tanto en pacientes como en modelos animales,
contribuye a la patogénesis de la EA (W. Zhang et al. 2023; F. Zhang y Jiang 2015). La EA
se asocia a una desregulacion metabdlica, aumento del estrés oxidativo y la reactividad glial

(Ajoolabady et al. 2022). Ademas, la acumulacion de proteinas amiloides toxicas durante la
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patologia también gatilla procesos inflamatorios que eventualmente llevan a la

neurodegeneracion (Fang et al. 2015).

La reactividad de los astrocitos es una caracteristica temprana de la EA. La primera
observaciéon de numerosas células gliales reactivas rodeando las placas de AR, descrita por
Alois Alzheimer, no fue tenida en cuenta durante décadas (Fakhoury 2018). Hoy en dia,
multiples evidencias han descrito astrocitos reactivos en regiones afectadas por AB o tau en
tejido cerebral post mortem de pacientes con EA (Smit et al. 2021; Carter et al. 2019). En
ratones modelo de la EA, la bibliografia describe un aumento de GFAP en astrocitos del
parénquima cerebral, mientras que los pies astrociticos que contactan la vasculatura
muestran degeneracion y pérdida de la inmunoreactividad para la proteina GFAP en estas
terminales (Wilcock, Vitek, y Colton 2009). En condiciones patoldgicas, los astrocitos
experimentan alteraciones funcionales y morfol6gicas, como el ensanchamiento del soma y
sus proyecciones. En humanos, se han descrito niveles elevados de GFAP y S100B en el
suero de pacientes con demencia vascular y con EA esporadica (Carter et al. 2019). Los
astrocitos reactivos son actores cruciales en la progresion de la patologia de la EA,
contribuyendo a la neuroinflamacién mediante la secrecién de citoquinas, factores

proinflamatorios, éxido nitrico y ROS.

En esta Tesis, se evalud la reactividad astroglial en términos de expresion de GFAP. Los
ratones transgénicos tratados con Gall exhibieron una significativa disminucion en el area
astrocitica positiva para esta marca en comparacion con los tratados con vehiculo, sugiriendo
una reduccion en la reactividad astroglial (Figura 19). Este resultado es consistente con los
estudios mencionados que destacan el papel modulador de Gall en la respuesta inflamatoria

y la activacion de células gliales en diversos contextos.

Los astrocitos secretan una variedad de mediadores extracelulares y muestran gran
diversidad en la expresion genética y modificaciones celulares segun el microambiente en el
gue se encuentren y el fenotipo que adoptan (Gama Sosa et al. 2023). Estas células pueden
ser inducidas por la microglia proinflamatoria hacia un fenotipo neurotéxico denominado Al
(Liddelow et al. 2017). Esta evidencia, sumada a los trabajos que destacan la modulacion del
fenotipo microglial por Gall, podria sugerir que la disminucion de la reactividad astrocitica
podria ser explicada por la falta de sefiales proinflamatorias microgliales. Por otro lado, Taylor

y colaboradores describieron en el modelo de EA APP/PS1 la induccion de astrocitos
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reactivos neurotoxicos Al en ausencia de reactividad microglial. En este trabajo, demostraron
en etapas tempranas de la enfermedad una fuerte astrogliosis, caracterizada por expresion
de la proteina clasica de astrocitos Al positivos para el complemento 3, en asociacion con
depdsitos amiloides vasculares, sugiriendo que estas células podrian estar respondiendo
directamente al AR, como también a sefiales de reactividad de células endoteliales o murales,
desencadenadas por dafios vasculares. El mismo patron fue hallado en pacientes con EA.
Recientemente, este grupo demostré que la activacion mediada por LPS de células
endoteliales induce un fenotipo Al particular en astrocitos reactivos C3+, que se diferencia
de aquel inducido por microglia por un fuerte perfil de expresién de proteinas de remodelacion

de la matriz extracelular (Taylor et al. 2022).

En conclusion, los astrocitos son capaces de responder a diversos agentes del microambiente
a partir de sefiales que reciben de neuronas, microglia y células endoteliales. La disminucién
de la reactividad glial indicaria una disminucioén en la inflamacién general y, en patrticular, la
disminucion de la astrogliosis podria significar la recuperacién de ciertas funciones
homeostéticas de los astrocitos, que son cruciales para el mantenimiento y el correcto
funcionamiento del SNC, como el soporte metabdlico neuronal, la regulacién del flujo

sanguineo y la integridad de la BHE.

Los resultados de RNAseq presentados en esta Tesis se alinean con lo mencionado
anteriormente y la bibliografia. En los ratones Tg-Veh, se observo una alteracion de los
conjuntos de genes relacionados con respuestas inmunoldgicas y procesos asociados en
comparacion con los ratones NTg-Veh. Especificamente, se vieron elevados genesets
relacionados con la produccién de IL-18 y respuesta a interferon gamma (IFN-y), dos
citoquinas que evidencian procesos inflamatorios en el hipocampo de estos ratones. A su vez,
se encuentra incrementada la actividad en conjuntos de genes asociados con la regulacion
de la respuesta inmunitaria adaptativa, sugiriendo que el sistema inmunoldgico adaptativo
podria estar desregulado en la EA. Ademas, el aumento de la migracién de leucocitos
observado podria indicar posibles cambios en la movilidad de células del sistema

inmunologico hacia el sistema nervioso central a través de una BHE permisiva.

Los resultados evidencian que el tratamiento con Gall fue capaz de revertir la elevada

actividad de numerosas vias inmunologicas que se encontraban alteradas en los ratones
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transgénicos, lo cual respalda la capacidad de Gall de revertir la reactividad astrocitica y la

modulacion de la activacion microglial observadas.

La evidencia sugiere que los mecanismos de la inflamacion y la alteracion del metabolismo
en el SNC en la EA estan interconectados (Garcia-Garcia et al. 2021; Ferrucci y Fabbri 2018;
Youm et al. 2013). En particular, un aspecto clave del metabolismo alterado en la EA es la
disfuncién mitocondrial, un prominente rasgo de la inflamacién crénica durante la patologia

(Wilkins et al. 2014).

En efecto, el andlisis de transcriptdbmica permiti6 evidenciar importantes alteraciones
metabdlicas en los ratones Tg-Veh respecto a los animales NTg-Veh. En particular, se vio un
aumento prominente de vias relacionadas con la funcién y estructura mitocondriales, en
particular la fosforilaciéon oxidativa, utilizacion de NADH y NADPH, cadena de transporte de
electrones, respiracion, entre otras. Acompafian estos cambios el enriquecimiento de la
actividad de numerosos mecanismos dirigidos a mitigar un exceso de estrés oxidativo, como
el metabolismo del peréxido de hidrégeno, mecanismos de detoxificacion celular, y diversos
mecanismos antioxidantes y reductores de ROS, gque indican desbalance redox en estos

ratones.

En el cerebro de pacientes con EA, se ha visto una prominente alteracion del metabolismo.
Particularmente se ha reportado glucdlisis disfuncional, alteracion en la regulacién del calcio,
el metabolismo lipidico, los procesos mitocondriales y la desregulacién de la via mTOR
(Rummel y Butterfield 2022). La bibliografia sugiere que estos procesos estan intimamente
relacionados con un incremento del estrés oxidativo en las células. El funcionamiento normal
de las sinapsis exige mecanismos coordinados que, a su vez, requieren un suministro
suficiente de sustratos energéticos. Las neuronas utilizan sobre todo la fosforilacion oxidativa
y reciben lactato de origen astrocitario que entra directamente al ciclo de Krebs (Mosconi
2013). Sin embargo, durante el envejecimiento la capacidad de las neuronas para oxidar la
glucosa en la glucdlisis aumenta, lo que se ve acompafiado de un aumento significativo del
metabolismo energético mitocondrial y de la reorganizacion de la red mitocondrial,
traduciéndose en un mayor estrés oxidativo (Drulis-Fajdasz et al. 2018; Brand 2010). Por lo
tanto, los resultados obtenidos se encuentran en linea con lo reportado en la literatura sobre

los cambios descritos durante la EA y el envejecimiento.
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La modulacion de todos estos procesos y la recuperacion de los niveles de actividad de los
genesets del grupo Tg-Gall, resultan sorprendentemente positivas. Esto podria tener
grandes implicancias en el alcance del rol de la modulacién de la respuesta inflamatoria para

tratar la EA, evidenciando un impacto sobre la regulacién del metabolismo.

Ademds, Gall ha sido previamente vinculada a la disminucion de especies reactivas de
oxigeno en neuronas (Quinta et al. 2014) y, mas recientemente, se identific6 a Gall como
moduladora de la funcionalidad mitocondrial en las VSMCs, protegiendo su fenotipo contractil

contra la aterosclerosis (Roldan-Montero et al. 2022).

Por lo tanto, los efectos positivos de Gall modulando el perfil inmunoldgico y metabdlico de
diversas células de la UNV podria ser beneficioso para multiples procesos qué subyacen la

EA, en especial la mejora de la funcién mitocondrial y procesos antioxidantes.

4. Gall contrarresto alteraciones vasculares y
perivasculares en el hipocampo de ratones

PDAPPJ20

La capacidad de Gall de modular tanto la respuesta inflamatoria como la respuesta y estado
vascular, nos ha llevado a la exploracién de su efecto sobre la funcion vascular en la EA,
donde la vasculatura desempefia un rol crucial en la patogénesis. EI mantenimiento de las
funciones cerebrales requiere una regulacion precisa de las barreras vasculares entre el LCR
y el fluido intersticial del cerebro, y entre el cerebro y la sangre circulante por los vasos
sanguineos. El aumento de permeabilidad de la BHE ha sido asociado al déficit cognitivo
(Nation et al. 2019). Incluso, se ha detectado la pérdida de integridad de la BHE previamente
a la aparicion de disfuncion cognitiva y presencia de placas amiloides y ovillos neurofibrilares

en pacientes con EA (Ishii y ladecola 2020).

Esta Tesis evalué la permeabilidad de la BHE en animales transgénicos de 12 meses

empleando la administracion intravenosa del colorante Evans Blue, que se conjuga con

137


https://www.zotero.org/google-docs/?UPE1Xk
https://www.zotero.org/google-docs/?8hePX2
https://www.zotero.org/google-docs/?kd4p4v
https://www.zotero.org/google-docs/?RVtQKt

albimina en sangre y sdlo entra al compartimiento cerebral en condiciones patolégicas donde
la integridad de la barrera se encuentra comprometida, como se observoé en los ratones Tg-
Veh. Nuestros resultados mostraron que Gall se asocié a disminucion significativa de la
presencia de EB en el hilio del hipocampo de ratones transgénicos. Estos hallazgos sugieren

gue Gall preserva la integridad de la BHE.

Parodi-Rullan y colaboradores determinaron que el Af acumulado en la vasculatura lleva a la
degeneracion de la pared celular, muerte de células vasculares, microhemorragias y aumento
de la permeabilidad de la BHE (Parodi-Rullan et al. 2020). En este sentido, los efectos de
Gall sobre la permeabilidad de la vasculatura cerebral podrian explicarse como una
consecuencia de la disminucién de la presencia de amiloide sobre la vasculatura, lo que
permitiria que los vasos recuperen su reactividad vascular y su selectividad al pasaje de
sustancias, creando un circulo positivo de eliminacién de AR y mejora de la funcion vascular.
Por otro lado, la misma pérdida de integridad de la BHE da lugar al aumento de procesos
proinflamatorios y la alteracién del fenotipo vascular. Por consecuencia, la eliminacion de AB
se ve comprometida y la acumulacion de amiloide aumenta, exacerbando la patologia
neurovascular, la neurodegeneracion y contribuyendo a la progresion del deterioro cognitivo.
Si el tratamiento con Gall actuase mejorando la integridad vascular, podria estar protegiendo

la UNV contra este ciclo patolégico.

La funcionalidad de las células endoteliales es crucial para el mantenimiento de la BHE
(Ludewig, Winneberger, y Magnus 2019; Yamazaki et al. 2019). La evidencia sefiala efectos
detrimentales del AB en células endoteliales de la microvasculatura cerebral causando, por
ejemplo, un aumento de las especies reactivas de oxigeno (ROS), la alteracién de las
funciones endoteliales, expresiéon de moléculas inflamatorias e incluso la apoptosis (Vukic

et al. 2009; Folin et al. 2005).

Se ha determinado que Gall es capaz de modular el fenotipo de células endoteliales en
tumores (Croci et al. 2012; Croci et al. 2014). Sin embargo, su efecto sobre la
microvasculatura cerebral en enfermedades neurodegenerativas aun se desconoce. A partir
de lo que se observo en el ensayo de permeabilidad de EB y el analisis de depésitos amiloides
vasculares, se podria hipotetizar que Gall contrarresta los efectos patoldgicos en la EA sobre
la estructura y funciones endoteliales, y de esta manera modula la integridad de la BHE y

contribuye a la eliminacion de AR a través del sistema vascular.
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Las microhemorragias o microsangrados son el resultado de fugas a través de pequefios
vasos cerebrales. Numerosa bibliografia demuestra que las microhemorragias se asocian a
la edad, y se observan con mayor frecuencia en pacientes con EA (Sepehry et al. 2016;
Shams et al. 2015; W. Liu et al. 2015). Los estudios en pacientes con EA indican que en un
rango de 68-86% se evidencian microhemorragias, especialmente lobares (Sparacia et al.
2017; Basselerie et al. 2017). El uso de técnicas de imagenes de alta resolucién en los Gltimos
afios ha permitido estimar con mayor precision este dato, que se condice con la prevalencia
de microhemorragias en los informes patoldgicos (Vazquez-Justes et al. 2022; Sheikh-Bahaei
et al. 2019). La hemoglobina extravasada es digerida por los macréfagos y la microglia, donde
el grupo hemo es secuestrado en la proteina altamente estable hemosiderina, generando
depdsitos perivasculares de esta proteina (Haller et al. 2018). Ademas, se ha descrito que las
microhemorragias positivas para proteinas derivadas de la sangre y la vasculatura- coinciden
en gran medida con depdésitos amiloides y se asocian a una mayor permeabilidad de la BHE

(Poliakova et al. 2016; Ly et al. 2010)

La angiopatia cerebral amiloide y la aterosclerosis cerebral son los principales detonantes de
las microhemorragias cerebrales en la EA. Principalmente, las microhemorragias lobares se
asocian a la angiopatia cerebral amiloide, mientras que las microhemorragias no lobares se
asocian a la aterosclerosis cerebral (Kuroda et al. 2020; Romero et al. 2017). Estos eventos
son un importante rasgo histopatologico que refleja el trastorno vascular en la EA. Siguiendo
esta correlacién, en pacientes con EA la presencia de microhemorragias no lobares se asocid
con un mayor riesgo de eventos cardiovasculares y mortalidad cardiovascular, mientras que
los pacientes con microhemorragias lobares presentaban un mayor riesgo de ictus y de
mortalidad relacionada con el ictus, poniendo en relevancia este pardmetro como posible

indicador del estado de la progresién de la patologia (Benedictus et al. 2015).

Los estudios clinicos respaldan esta vision, ya que la presencia de multiples eventos de
microsangrados correlacionan con un peor estado cognitivo, siendo asociados a peores
resultados en el Mini-Mental State Examination, la prueba de asociacion visual de
denominacion de objetos y la prueba de fluidez en pacientes con EA en comparacion con
aquellos que presentaban 0-1 de estos eventos, a pesar de una duracion similar de la
enfermedad (Wu et al. 2014; Goos et al. 2009). Adem4s, la presencia de microhemorragias

multiples se asoci6 a un mayor numero de hiperintensidades de sustancia blanca
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evidenciadas en imagenes de resonancia magnética, lo que se asocia a un drenaje cerebral

insuficiente y falla del sistema glinfatico (Kuroda et al. 2020).

En esta Tesis, se muestra la presencia de un mayor nimero de microhemorragias vasculares
en el hipocampo de los ratones Tg-Veh de 12 meses comparados con animales NTg-Veh de
la misma edad. Sin embargo, el tratamiento con Gall se asocié a una reduccion del nimero
de microhemorragias en ratones Tg-Gall, lo que sugiere un potencial beneficio de Gall en la
funcion vascular y la progresion de la patologia en el modelo de EA. En linea con esta
hipotesis, algunos estudios determinaron que los pacientes de EA con microhemorragias se
correlacionan con un perfil patolégico de biomarcadores en LCR. Por lo tanto, la presencia de
microsangrados evidenciaria un estado mas avanzado de la enfermedad (Noguchi-Shinohara
et al. 2017; Goos et al. 2009). Otro aspecto que asocia estos eventos como marcadores de
la progresion de la EA, es su correlacién con una baja perfusion cerebral y una disminucion
en el consumo cerebral de glucosa, dos alteraciones comunes que acompafian la EA

(Noguchi-Shinohara et al. 2017).

Si bien no se ha podido determinar la causalidad de eventos, también se ha demostrado
recientemente que la presencia de microhemorragias lobares se encuentra asociada
espacialmente a la marca de AR vascular (mayormente AR 1-40) evaluada mediante un

trazador fluorescente en imagenes de tomografia por emision de positrones en pacientes.

Por lo tanto, las microhemorragias cerebrales se asocian con un peor estado cognitivo,
vascular y metabdlico de la patologia, lo que respalda la importancia de la integridad de la
BHE en la patogénesis de la EA. El tratamiento con Gall emerge como una estrategia

terapéutica prometedora para modular estos aspectos.

El estudio de la expresion endégena de Gall ante injurias y distintos estimulos permite
conocer en qué contextos fisiopatologicos podria estar involucrada. Se observo un incremento
de la colocalizacion de esta proteina con el endotelio en el hipocampo de ratones
transgénicos PDAPPJ20. Estos hallazgos son novedosos y sugieren una relacion directa
entre la expresion de Gall y las alteraciones vasculares asociadas con la EA. Sin embargo,
no es posible discernir si el endotelio del hipocampo es fuente o blanco de Gall en este

contexto.

Algunos estudios han determinado que Gall es expresada por diversas células del SNC,

incluyendo microglia, astrocitos, células endoteliales y VSMCs. Recientemente, Roldan-
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Montero y colaboradores observaron que, en arterias coronarias humanas con lesiones
aterosclerdticas, la expresion de Gall tanto en células endoteliales como en VSMCs se vio
disminuida respecto a arterias sanas. Los autores vincularon esto con la pérdida de VSMCs
gue ocurre en esta patologia. Ademas, mostraron en cultivos primarios de VSMCs obtenidos
de aorta que Gall protege la funcion mitocondrial y el fenotipo contractil de estas células
(Roldan-Montero etal. 2022). Otros autores, en cambio, al emplear un modelo de
administracion de angiotensina Il, observaron un aumento de Gall, lo cual sugiere que
cambios en la expresion de Gall en lesiones vasculares dependeria del modelo utilizado

(Chiang et al. 2021).

Sin embargo, prevalece la evidencia de que la expresién de Gall es protectora en contextos
de inflamacién y dafio vascular. En el trabajo de Croci et al, se describi6 que en un
microambiente de hipoxia in vitro, las células endoteliales HUVEC tienen mayor capacidad de
unir Gall, mediante modificaciones de los epitopes de glicanos presentes en su superficie.
Este fendmeno se vincula a la capacidad proangiogénica de Gall, la cual seria beneficiosa
en contextos de falta de suministro de oxigeno. En este sentido, se ha descrito a la
angiogénesis como un sistema de reparacion en condiciones asociadas con traumatismo
cerebral y trastornos neurodegenerativos, incluyendo la EA y angiopatia cerebral amiloide
(Merkulova-Rainon et al. 2018; S. Zhang et al. 2018). Aunque esta Tesis no observo cambios
en la densidad vascular durante un tratamiento corto, la administraciéon mas prolongada de
Gall podria tener un efecto proangiogénico en los vasos que ayude a restablecer la perfusion

cerebral que se observa en la EA.

Recientemente, se han descrito efectos protectores de la administraciéon de Gall en un
modelo murino de la enfermedad de Parkinson (Y. Li et al. 2020). Previamente, se observo
por protedémica que los niveles de Gall end6genos aumentaban en la sustancia nigra y que
se veian disminuidos en el LCR en pacientes con esta patologia (Marques et al. 2019; Werner
etal. 2008). Por lo tanto, los niveles de Gall se verian modificados en contextos
neurodegenerativos. Los resultados de esta Tesis muestran una fuerte marca vascular de
Gall en el hipocampo de animales Tg-Veh. En resultados preliminares, hemos detectado que
in vitro células endoteliales de microvasculatura cerebral humana expresan Gall, y que su
expresion podria estar incrementada al ser expuestas a la especie AB 1-40, predominante en

los depdsitos vasculares. Sin embargo, no podria excluirse la posibilidad de que esta lectina
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pueda provenir de células murales o perivasculares, como los astrocitos, y estar uniéndose
al glicocalix de la superficie de estas células. En la Figura 18 de la seccion de Resultados,
también es posible distinguir células de morfologia astrocitica positivas para Gall que pueden
ser una fuente de esta lectina. En este sentido, Starossom y colaboradores estudiaron los
efectos de Gall en la encefalomielitis autoinmune experimental en ratones, donde
determinaron que estimulos inflamatorios incrementan la secrecién de Gall por astrocitos y
postularon que Gall proveniente de astrocitos promoveria un microambiente neuroprotector
a través de la modulacion del fenotipo microglial. Adicionalmente, en cerebros de pacientes
con EA, nuestro laboratorio ha determinado un aumento de la colocalizacion de la marca de
Gall y la proteina astrocitica GFAP (resultados no incluidos en esta Tesis). También en el
contexto de este trabajo hemos constatado que los niveles de la proteina Gall en LCR se
encuentran aumentados en pacientes con EA, analizados en aproximadamente 1000
muestras (datos todavia no publicados). De esta manera, el aumento de Gall en

enfermedades neuroinflamatorias podria estar ligado a un mecanismo protector.

Independientemente de la fuente de Gall, diversos mecanismos podrian explicar sus efectos
beneficiosos en la vasculatura cerebral, incluyendo una accion directa sobre las células

endoteliales.

Las alteraciones en la comunicacion entre los astrocitos y el endotelio pueden contribuir a la
patogénesis de la EA, viéndose alteradas las funciones de mantenimiento vascular de los
astrocitos (Acosta, Anderson, y Anderson 2017). Se ha observado previamente que en la
patologia ocurre una pérdida de la polarizacién de los astrocitos, que se asocia con una
alteracion de la homeostasis del agua y del potasio (J. Yang etal. 2011). A su vez, la
vasculatura puede recibir estimulos negativos de los astrocitos reactivos, afectando su

fenotipo y acentuando la permeabilidad de los vasos cerebrales.

Esta Tesis, como parte del analisis de los efectos de Gall en ratones con EA, evalu6 la
interaccion fisica entre los astrocitos y el endotelio en el hilio del hipocampo. Los resultados
mostraron que los ratones transgénicos presentaron una disminucion en el area de contacto
entre los pies astrociticos y los vasos sanguineos, como también un menor nimero de
proyecciones de los astrocitos a la vasculatura, en comparacién con los ratones no
transgénicos. El tratamiento con Gall revirti6 la disminucibn de ambos parametros

evidenciando una recuperacién de la envoltura vascular de los pies astrociticos en los


https://www.zotero.org/google-docs/?1JZxDQ
https://www.zotero.org/google-docs/?vSDAd3

animales tratados. Los hallazgos presentados respaldan la idea de que Gall reduce la
reactividad astroglial y promueve la recuperaciéon de la comunicacion astrocito-endotelio, lo

gue podria tener implicancias positivas en la funcion cerebral.

Este fendmeno podria estar relacionado con diversos factores estudiados. En primer lugar,
estudios previos demuestran que los depésitos de Ap acumulados sobre la membrana basal
del endotelio vascular impiden el contacto entre el astrocito y el endotelio, lo que a su vez
correlaciona con la presencia de zonas de alta permeabilidad (Kimbrough etal. 2015;
Wisniewski, Vorbrodt, y Wegiel 1997). Es posible que el AB vascular induzca una alteracion
fenotipica en los astrocitos, causando la retraccién de los pies astrociticos que contactan la
vasculatura. En este sentido, la disminucién del AB vascular observado luego del tratamiento
con Gall podria tener como consecuencia la restauracion del fenotipo astrocitario y la
recuperacion de la interfaz astrocito-endotelio. Por otro lado, los astrocitos desempefian un
papel crucial en la eliminacién y la degradacién del AR mediante la expresion de proteasas
como la neprilisina, la enzima convertidora de endotelina, la enzima degradadora de insulina
y las metaloproteinasas de matriz. Ademas, los astrocitos secretan ApoE, que se une a las
especies de AP alterando su capacidad para formar agregados insolubles y facilitando su
eliminacion a través de la BHE. Por lo tanto, disminuir la reactividad glial también podria

contribuir a restaurar los mecanismos de eliminacién de Ap.

La localizacion perivascular de AQP4 es de suma relevancia para la eliminacién de solutos
intersticiales, incluido AR, a través del sistema perivascular (Valenza et al. 2020; Xu et al.
2015). La pérdida de AQP4 en las terminales astrociticas se asocia con el estado de la
patologia en pacientes con EA, teniendo una correlacion positiva con el aumento de la carga
amiloide y la severidad del diagnéstico clinico (estadio de Braak) (Zeppenfeld et al. 2017).
Nueva evidencia muestra que en ratones con EA el dafio a la BHE es seguido por
infiltraciones de componentes sanguineos al parénquima cerebral y la expresion alterada de

AQP4 (Shibly et al. 2023).

En esta Tesis, el analisis de alta resolucién array tomography revel6 una disminucion
significativa de la sefial de AQP4 colocalizando con la vasculatura en el hilio del hipocampo
de ratones transgénicos en comparacion con los no transgénicos. El grupo tratado con Gall
mostré una recuperacion de la marca vascular de AQP4, sugiriendo una recuperacion

funcional en la comunicacién astrocito-endotelio (Figura V). Por lo tanto, el tratamiento con
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Gall no sélo redujo la reactividad astroglial en el hilio del hipocampo de ratones PDAPPJ20,
sino que también promovio la recuperacion de la comunicacion astrocito-endotelio,
restableciendo la polarizacion de los astrocitos. Estas observaciones podrian explicar, en
parte, la recuperacion de la integridad de la BHE y la eliminacién del AB vascular, lo que
puede tener implicaciones significativas para la funcion cerebral en el contexto de la EA. Estos
resultados respaldan la relevancia de Gall como un posible agente terapéutico para modular
los fenotipos tanto gliales como de células vasculares, y restaurar la homeostasis en el

microambiente cerebral en el contexto de la EA.

En consecuencia, es posible inferir una retroalimentacion positiva por los efectos de Gall
donde participen la recuperacion de la integridad vascular, la disminucién de la activacion
astroglial, el aumento de la eliminacién de AB y la restauracion de la envoltura astroglial de la

vasculatura, teniendo como desencadenante la capacidad inmunorreguladora de Gall.

5. Gall atenu6 las alteraciones endoteliales en

la EA experimental.

Cambios en las funciones de las células vasculares contribuyen al proceso de patogénesis,
neurodegeneracion y pérdida cognitiva en la EA (Nation et al. 2019; Yamazaki et al. 2019).
Dado que el componente principal de la BHE son las células endoteliales, la recuperacion de
la integridad observada en ratones transgénicos podria sugerir un efecto directo de Gall
directo sobre las mismas, contribuyendo a mantener la especificidad y selectividad de la
barrera. Por ello, se utiliz6 un modelo in vitro de células endoteliales de microvasculatura
cerebral humana (HBMEC), que permita evaluar especificamente cambios fenotipicos y
moleculares en estas células, asociados a la patologia amiloide, y en consecuencia, evaluar
si Gall puede interferir en estos procesos patologicos. Para ello, se empleé una
concentracion de AB 1-40 a un tiempo lo mas prolongado posible que no altere la viabilidad

celular.

Como se mostro en los resultados, se evalud el potencial de Gall de modular la integridad

endotelial, implementando un ensayo de barrera in vitro, monitoreando el TEER de la
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monocapa de HBMEC sobre la membrana de un dispositivo transwell. Al exponer las
monocapas a los distintos tratamientos, se determin6 que AR 1-40 causo la disminucion de la
resistencia eléctrica de las monocapas de HBMEC, mientras que el tratamiento conjunto con
AR 1-40 y Gall por 24 h impidi6é dicha alteraciéon. Estos resultados también evidenciaron un
aumento significativo de la resistencia eléctrica de las HBMEC respecto a la exposicion
Unicamente con AB. Este resultado sugiere un efecto protector de Gall sobre la integridad de
la BHE, aspecto crucial en el contexto de la EA. Adicionalmente, se identific6 que la
exposicion de las células HBMEC a AR 1-40 causo la disminucion de la marca de ocludina en
la membrana celular que se evidenciaba en el grupo tratado con vehiculo. En la misma
direccion que los valores de TEER, Gall atenud la deslocalizacién de ocludina en los
contactos entre células. Por lo tanto, podria haber una relacién entre el mantenimiento de la
resistencia eléctrica propiciado por Gall y la conservacion de ocludina. Este resultado podria
ser fortalecido mediante una cuantificacion de otras técnicas como medicién de la expresion
por RT-PCR y western blot, aunque la bibliografia muestra que no siempre estos analisis
reproducen de manera fiel la integridad endotelial, y el estudio de otras proteinas de uniones

estrechas o anclaje entre células endoteliales mediante inmunocitoquimica.

La BHE controla el traspaso de AR entre los compartimientos cerebrales y el plasma,
principalmente gracias a la expresion de transportadores especificos. Una BHE funcional
permite la polarizacion adecuada de las células endoteliales y las proteinas de unién estrecha
gue controlan el flujo paracelular hacen posible el direccionamiento del AB, logrando su
eliminacion. El equilibrio entre la entrada y la salida de AR se altera durante la EA
(Petrushanko, Mitkevich, y Makarov 2023), por lo que la recuperacion de la BHE podria
mejorar el clearance de los péptidos. En un futuro seria relevante complementar estos
estudios e investigar los efectos de Gall sobre el pasaje de AB a través de las células
endoteliales empleando este modelo. Respaldando los resultados anteriores, Gall demostro
preservar la BHE tanto in vivo, disminuyendo la permeabilidad al Evans Blue, como in vitro,
manteniendo la resistencia eléctrica de la monocapa de HBMEC, por lo que su empleo para

subsanar la patologia vascular de la EA es prometedor.

Este resultado concuerda con los resultados de los perfiles transcripcionales, que apuntan a
una disfuncion de ciertos procesos vasculares en los ratones Tg-Veh, como también a una

recuperacion de la actividad de éstos en animales transgénicos tratados con Gall.
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En particular, se detecto elevada actividad del geneset de regulacion positiva del proceso de
transicion de células epiteliales a mesenquimales (Epithelial-to-Mesenchymal Transition o
EMT) en los ratones Tg-Veh. La muestra del hipocampo no incluye células epiteliales, por lo
gue se puede inferir que los cambios corresponden a su analogo en células endoteliales
Endothelial-to-Mesenchymal Transition o EndMT. Este proceso se asocia a la pérdida de
polaridad celular, aumento de migracion e invasividad, mayor permeabilidad vascular, fibrosis
y pérdida de transporte transcelular especifico. La elevada actividad de genesets
relacionados a estos procesos de EndMT que se observa en los Tg-Veh implica un estado
inflamatorio y remodelacion vascular. Por lo tanto, la restauracion del perfil transcripcional de
estos procesos en los ratones transgénicos tratados con Gall sugiere un efecto beneficioso
del tratamiento en la preservacion de la integridad de la BHE. De la misma manera, la
restauracion del geneset de ensamblaje de uniones celulares en el grupo Tg-Gall indica la
capacidad de esta lectina para promover la expresion de proteinas de union estrecha, lo que

podria sugerir un aumento de estas uniones en células endoteliales.

Por lo tanto, el cambio fenotipico observado en las células endoteliales a causa de la
exposicion a AR puede implicar diversos mecanismos, como la via de NF-kB. La activacion
de NF-kB es crucial en la patogénesis de diversas enfermedades neurodegenerativas,
incluida la EA (Hetz y Saxena 2017; Kaltschmidt y Kaltschmidt 2015). Los resultados
obtenidos en esta Tesis revelan la capacidad de AB 1-40 para inducir la translocacion nuclear
del factor de transcripcion NF-kB en células HBMEC y como este proceso puede ser
modulado por la presencia de Gall. Por lo tanto, la interaccion entre la acumulacién de AR y
la activacion de NF-kB en células endoteliales cerebrales sugiere un papel importante en los
eventos inflamatorios asociados a la EA. La inhibicidn de la translocacion nuclear de NF-kB
en presencia de Gall sugiere un potencial efecto modulador sobre la activacion de esta
proteina inducida por AB en las HBMEC. Si bien se han descrito efectos antiinflamatorios de
Gall en otros tipos celulares, esta Tesis reporta por primera vez este efecto sobre células

endoteliales cerebrales y su efecto sobre este factor.

Esta interaccion entre AR, Gall y NF-kB destaca la complejidad de los eventos intracelulares
gue contribuyen a la patogénesis de la EA. El papel de Gall como modulador de la respuesta
inflamatoria y su capacidad para interferir con la activacion de NF-kB pueden tener

implicaciones terapéuticas significativas en el desarrollo de estrategias para mitigar la
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inflamacién neurodegenerativa asociada a la EA. En respaldo con esta hipétesis, se ha
observado una regulacion de NF-kB por Gall en linfocitos T (Toscano et al. 2011) y células

microgliales (Starossom et al. 2012) en contextos independientes a la EA.

El andlisis de conjuntos de genes también detect6 variaciones en procesos de proliferacion
vascular, como la morfogénesis de tubos epiteliales, el desarrollo de células epiteliales y la
guimiotaxis de células endoteliales, en el grupo Tg-Gall en comparacién con el grupo NTg-
Veh. Estos hallazgos sugieren que el tratamiento con Gall podria haber estimulado ciertas
vias de angiogénesis en el hipocampo de los ratones con EA, aunque no se tradujeron en
cambios en la densidad vascular mediante la cuantificacién de Lectina-FITC, posiblemente

debido a la acotada duracién del tratamiento (3 semanas).

Cierta evidencia ha demostrado que todas las formas de péptido A, incluidas las formas
monomeéricas, pueden interferir con la angiogénesis, un mecanismo de reparacion
imprescindible para los vasos lesionados en el cerebro con EA y la angiopatia cerebral
amiloide (Parodi-Rullan, Sone, y Fossati 2019). Este mecanismo respalda las observaciones
sobre la disminucidén de la densidad y de la cobertura vascular en pacientes con EA, que ha
sido reportada en el hipocampo, el prosencéfalo y la retina (X. Wang et al. 2021; Fischer,
Siddigi, y Yusufaly 1990). Diversos estudios en animales y modelos in vitro acompafian estos
resultados (Parodi-Rullan et al. 2020; Paris etal. 2010), a pesar de algunos resultados
contradictorios (Biron et al. 2011; Koster et al. 2016). La angiogénesis defectuosa también se
acompafia con niveles alterados de moléculas proangiogénicas en suero de pacientes. De
manera controversial, se ha reportado tanto su incremento (angiogenina y TIMP-4), como la
disminucion (angiogenina y VEGF) (Qin et al. 2015; Y. N. Kim y Kim 2012). Por otro lado, la
deficiencia en angiogénesis y densidad de la microvasculatura cerebral se presenta no sélo
en pacientes con EA, sino que también ha sido asociada al envejecimiento y correlaciona con

la pérdida cognitiva (Ambrose 2012).

En este sentido, la neovascularizaciéon y el aumento concomitante en la densidad de
microvasos en el hipocampo se han demostrado como un sistema de reparacién capaz de

mejorar la cogniciébn en modelos transgénicos de APP (S. Zhang et al. 2018)

En un trabajo relativamente reciente, Parodi-Rullan y colaboradores estudiaron el efecto de
diversas formas del péptido AB sobre la angiogénesis de células endoteliales in vitro. Alli

vieron la interrupcion de la angiogénesis, respaldando el blogueo de los procesos
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angiogénicos durante la EA. Ademas, el trabajo sugiere un mecanismo por cual el AR compite
con los receptores que inducen la proliferacion endotelial (Parodi-Rullan et al. 2020). A partir
de la evidencia, se podria hipotetizar que la disminucién de la perfusién cerebral y la
eliminacion defectuosa de AB presentes durante la EA, inducen un mecanismo compensatorio
proangiogénico. Sin embargo, la progresion de la enfermedad y la consecuente acumulacion
excesiva de amiloide, podrian bloquear estos procesos que, sumados a la pérdida de vasos
dafados, podrian causar la disminucion de la densidad vascular o, por otro lado, la
hipervascularizaciébn defectuosa por exceso de sefiales proangiogénicas observada en
algunos estudios. Por lo tanto, un tratamiento con Gall mas prolongado podria tener efectos
potenciales en la angiogénesis en el hipocampo de los ratones con EA, como se indica por el

incremento en los procesos de proliferacién observados en el andlisis de genesets.

6. Gall restaurd0 mecanismos de proteostasis e

iInflamacion en la EA experimental

La disfuncién de los mecanismos de proteostasis se ha asociado al envejecimiento y a la
patogénesis de la EA (Tseng et al. 2023), por lo que la modulacién de éstos aporta nuevas
perspectivas para el desarrollo de estrategias terapéuticas. La sobrecarga de los mecanismos
de la red de proteostasis (sintesis, plegado, transporte, degradacién), los cuales actlan
orquestados, llevan a un estado de estrés del RE. El estrés excesivo, prolongado o
constitutivo del RE induce la activacion prolongada de la UPR, denominada maladaptativa. Si
bien los mecanismos sensores y muchos de los efectores son los mismas, la diferencia entre
una UPR adaptativa o maladaptativa se genera por la duracion o magnitud del insulto

(Ajoolabady et al. 2022).

Los resultados presentados en esta Tesis revelan una conexion critica entre la presencia de
AB Yy la activacion de mecanismos de estrés de RE en las células HBMEC, asi como el impacto

modulador de Gall en estos procesos.
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Estudios previos respaldan el aumento de BIP en animales modelos de la EA. En el modelo
murino APP/PS1, se demostré que los niveles de BIP se encontraban aumentados en el
hipocampo de estos ratones (Cui et al. 2017). Se asoci6 dicho aumento a la expresion del
marcador de apoptosis neuronal PTEN1l. Hoozemans y colaboradores determinaron
mediante western blot mayores niveles de proteina BIP en la corteza temporal y el hipocampo
de pacientes en EA en comparacion con sujetos controles (Jeroen J. M. Hoozemans et al.
2009). Estas observaciones sugieren que la patologia de la EA esta relacionada con la

induccidn constitutiva del estrés del RE y la UPR maladaptativa.

En primer lugar, la exposicion de HBMEC a AB 1-40 indujo una marcada expresion de la
proteina residente del reticulo endoplasmatico BIP/GRP78, también llamada HSPAS,
evaluada por inmunocitoguimica. La activacion de BIP es una respuesta adaptativa destinada
a restaurar la homeostasis proteica, pero su persistencia puede llevar a procesos
inflamatorios e incluso la muerte celular (Cao, Luo, y Shi 2016; L. Chen et al. 2015). Este
fendmeno sugiere una respuesta sostenida al estrés, lo cual podria tener un impacto negativo
sobre la funcién celular de las HBMEC. Gall mostr6 ser capaz de contrarrestar el aumento
de BIP medido a las 24 h tras exposicion a AR 1-40, sugiriendo un rol positivo sobre la

recuperacion de la proteostasis alterada por AB.

Luego, se evaluo la expresion de los ARNm de los efectores rio abajo de BIP mediante RT-
PCR. Los resultados mostraron un incremento en los niveles de mensajeros de los efectores
de la UPR Irela y PERK en las células HBMEC expuestas a AB. Esta observacién respalda
la asociacion entre los mecanismos de estrés de RE y la activacion de las células endoteliales
de microvasculatura cerebral causada por la exposicién prolongada de concentraciones
subtéxicas de AB. PERK e IRE1 son capaces de inducir la expresion de novo de BIP tras ser
activadas, lo que concuerda con lo observado anteriormente. Sin embargo, el tratamiento con
Gall contrarrestd estos efectos, confirmando el efecto modulador de esta lectina sobre
distintos procesos celulares, incluyendo la respuesta al estrés de reticulo endoplasmatico.
Estos resultados cobran particular importancia teniendo en cuenta investigaciones previas
gue han asociado la activacion de la UPR con el desarrollo de la EA y han propuesto la UPR

como un objetivo terapéutico (Rahman et al. 2018; Martinez et al. 2017)

La activacién sostenida de IRELla se asocia a la sobreexpresion de genes blanco de la UPR,

teniendo como consecuencia una respuesta maladaptativa, que puede llevar a la inflamacion
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e incluso la muerte celular (Haiying Chen et al. 2016; Ghosh et al. 2014). Respecto a la EA,
se ha encontrado sobreexpresion de este factor en pacientes con la patologia. Aniotz y
colaboradores analizaron tejido post mortem de pacientes con EA de estadios Braak 0-1V y
determinaron fuerte presencia de IRE1a fosforilada en el hipocampo, indicando activacion de
este efector. Ademas, en un modelo murino de la EA, la delecién de IRE1la logro disminuir la
carga amiloide, restaurd la capacidad sinaptica de neuronas en CA1, y mejoro la memoria de
estos ratones. Lee y colaboradores demostraron que el silenciamiento de PERK in vitro
protegié contra la toxicidad de AP en neuronas (Lee etal. 2010). Sin embargo, las
intervenciones para silenciar o disminuir los niveles de efectores de la respuesta de estrés de
RE no han demostrado ser consistentes, existiendo evidencia de efectos adversos sobre la
patologia en la EA. Se sostiene que la intervencién de estos mecanismos puede ser positiva

0 negativa dependiendo del estadio de la patologia.

Fonseca y colaboradores han demostrado que una exposicion in vitro a altas concentraciones
de AB 1-40 inducen apoptosis mediada por estrés de RE, en particular por induccién del factor
proapoptotico CHOP, en células endoteliales de vasculatura cerebral de rata. En este trabajo,
se observaron elevados niveles de BIP, XBP1 y, a diferencia de lo observado en esta Tesis,

de ATF6 (Fonseca et al. 2013).

La translocacion nuclear de XBP1, un factor de transcripcion activado por Irela, es un paso
clave en la UPR. La exposicion a AB 1-40 evidencio la activacion y la marca nuclear sostenida
a las 24 h de XBP1, pero este efecto fue prevenido por el tratamiento con Gall. Por lo tanto,
Gall podria ser esencial para restaurar la homeostasis proteica y mantener la funcion

endotelial.

Zeng y colaboradores observaron en un modelo de aterosclerosis que en las zonas mas
susceptibles a desarrollar una lesién (las zonas de ramificacion, que reciben mayor presion
pulsétil), las células endoteliales expresan altos niveles de XBP1 (Zeng et al. 2009). In vitro,
determinaron que células endoteliales de vasculatura umbilical (HUVECs) responden a
alteraciones de flujo con la expresion de esta proteina. A su vez, este estrés sostenido indujo
la disminucién de la proteina cadherina de vasculatura endotelial (VE-cadherina), implicada
en la integridad endotelial, mediado por aumento de la expresién de metaloproteasas. Esta

evidencia respalda la nocion que la sobreactivacion de XBP1 causa la pérdida de integridad
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vascular, lo cual puede ser un mecanismo clave en la pérdida de integridad de la BHE que

observamos en las HBMEC y los ratones transgénicos.

Con el objetivo de aportar nuevos conocimientos de la activacion de la UPR en las distintas
células que componen la UNV, recientemente se publicé un trabajo por Hori y equipo, donde
investigaron los patrones celulares y temporales especificos de la respuesta al estrés del RE
tras injuria cerebral utilizando ratones indicadores de la activacién del estrés del RE, que
expresaban la proteina XBP1 unida a GFP (Q. Fan et al. 2023). Este trabajo determind por
primera vez que en ambos modelos de lesion traumatica cerebral e isquemia (modelo de
accidente cerebrovascular por oclusién permanente de una carétida) las células endoteliales
son las que mas fuertemente expresan este marcador de UPR. Al dia 1 post injuria local por
perforacion, las células endoteliales representaron el 71-74% de todas las células positivas
para XBP1, siendo la poblacion celular mas abundante que mostré su expresion. Las
siguientes de mayor contribucion fueron los astrocitos, teniendo una respuesta mas tardia y
llegando a contribuir a la expresién de XBP1 total aproximadamente en un 35% entre los dias
3-7. Las neuronas fueron las mas rapidas en responder, 6 h post injuria, aunque solo
significaron un 10% de las células GFP+, porcentaje que disminuy6 rapidamente durante los
dias siguientes a la lesion. Interesantemente, la microglia y los oligodendrocitos no parecieron
responder al dafio en términos de expresién de XBP1. En el modelo de isquemia estudiado
en este mismo trabajo, la dinamica de activacion fue similar. Este trabajo enfatiza a la
microvasculatura dentro de la UNV como una entidad tempranamente respondedora al dafio
en términos de la UPR. A su vez, los astrocitos parecen tener también una respuesta
significativa y temprana, aunque dicho aumento de la expresion de XBP1 sucede luego del
comienzo de la respuesta endotelial, lo que podria sugerir que las células gliales actian en
consecuencia de las sefales recibidas de la vasculatura. De todos modos, las células
endoteliales presentan la respuesta mas acentuada y sostenida que, ante un insulto crénico,
podria tornarse en una respuesta de XBP1 maladaptativa llevando a inflamacion y muerte

celular.

Hasta la actualidad, no hay estudios que hayan investigado la respuesta de estrés del RE en
células endoteliales de la microvasculatura cerebral en el contexto de la EA en pacientes o
modelos animales. La mayoria de las investigaciones se han centrado en las neuronas y su

relacién con la acumulacion de proteinas amiloides y tau. Sin embargo, la asociacion del
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estrés crénico, la UPR y la patogénesis de la EA han sido ampliamente reconocidas,
centrdndose en el impacto del estrés en la degeneracion neuronal (Uddin et al. 2020; Rahman

et al. 2018)

En este sentido, se exploré la proteina de XBP1 colocalizando con el endotelio en el hilio de
los ratones Tg-Veh y su modulacién por Gall, parametro que, en la bibliografia disponible
hasta el momento, no se encuentra reportado. El tratamiento con Gall mostré una tendencia
relevante para la marca positiva para XBP1 sobre la vasculatura, resultado que podria
consolidarse con el andlisis de un nimero mayor de ratones. Este parametro resulta relevante
ya que muestra una asociacioén in vivo entre Gall y la atenuacion de XBP1, lo que concuerda

con la disminucion de su activacion en células HBMEC.

Asimismo, el andlisis de transcriptomica respalda la modulacion de procesos de la
homeostasis proteica por Gall. En particular, los perfiles transcripcionales observados
sugieren que los ratones transgénicos experimentan una desregulacién caracterizada por
elevados niveles de sintesis de ARNm y proteinas, disminucién de los procesos regulatorios
de la proteostasis y una posible falla en la degradacién proteica. La administracion de Gall
parece tener un efecto beneficioso al restaurar varios de estos conjuntos de genes,
destacando su potencial terapéutico en el mantenimiento de la homeostasis proteica en

condiciones patoldgicas.

La elevada actividad de vias involucradas en la produccién de proteinas observada en los
ratones transgénicos incluye tanto la transcripcibn como la traduccion, indicando una
activacion generalizada de la maquinaria celular para la sintesis proteica. Este incremento se
ve acompafiado por una disminucion de procesos de regulacion negativa de la transcripcion
en los ratones Tg-Veh, lo que sugiere una mayor actividad transcripcional. Ademas, la
disminucion de la actividad de reguladores de union al ADN y represores de union a ARN

indica una pérdida de control en la expresion génica.

A nivel de proteinas, se observan alteraciones en los procesos de plegado, transporte
intracelular y degradacion en los ratones Tg-Veh. Respecto a este ultimo, se vinculan la

disminucion de los genesets como la ubiquitinacion de proteinas y transporte a lisosomas.

Los ratones que recibieron el tratamiento con Gall, por su parte, muestran una recuperacion
de los niveles de actividad de estos conjuntos de genes diferencialmente activados en los

ratones transgénicos que recibieron vehiculo, tanto en los procesos transcripcionales, como


https://www.zotero.org/google-docs/?gTvjZS
https://www.zotero.org/google-docs/?gTvjZS

en los traduccionales. Por lo tanto, los niveles de actividad transcripcional de estos conjuntos
de genes en los ratones Tg-Gall sugieren nuevamente una restauracion de la homeostasis
proteica. Ademas, se vieron modulados ciertos procesos que podrian funcionar como
mecanismos compensatorios: la disminucion de activadores de la transcripcion y aumento de
la regulacion negativa de la transcripcion, asi como la activacion de la actividad de transporte

lisosomal.

En el mismo sentido, se asocid el tratamiento de Gall recombinante que recibieron los
ratones Tg-Veh a una disminucion de la presencia de XBP1 sobre el endotelio de la
vasculatura en el hilio del hipocampo de estos ratones. Estos hallazgos contribuyen a pensar
en una nueva perspectiva sobre el papel de Gall como regulador de la respuesta de la UPR
en la patogénesis de la EA y sugieren que la modulacion de estos mecanismos podria ser un
enfoque terapéutico promisorio. Sin embargo, se necesitan estudios adicionales para
comprender completamente los mecanismos subyacentes y evaluar la viabilidad de Gall
como un objetivo terapéutico en la EA. En vista de la ausencia de evidencia previa, continuar
explorando la activacion de mecanismos de estrés reticular y mecanismos de proteostasis en
la vasculatura de animales y pacientes con EA podria arrojar nueva informacion sobre los

mecanismos subyacentes a la patologia.

Luego, se explor6 la expresion del componente de inflamasoma NLRP3, cuya activacion
puede ser desencadenada en el contexto de una UPR disfuncional. El inflamasoma NLRP3
esta implicado en un amplio abanico de patologias y enfermedades como sensor inmunitario
innato intracelular, incluyendo enfermedades vasculares (Bai etal. 2020). Ademas, la
activacion de este componente en ratones se vincula a la pérdida de integridad de la BHE

(Miraglia et al. 2016).

Los resultados evidenciaron que la exposicion de las HBMEC a AB 1-40 indujo una fuerte
expresion del inflamasoma NLRP3, respaldando la nocion de que el estrés sostenido del RE
y la activacion de las vias proinflamatorias en células endoteliales son eventos
interconectados en la patogénesis de la EA (Heneka, McManus, y Latz 2018). También se
demostro la capacidad de Gall para contrarrestar este aumento en la expresion de NLRP3,
lo cual se condice con los efectos antiinflamatorios de Gall observados tanto en esta Tesis

como en trabajos previos.
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La formacion del inflamasoma NLRP3 puede tener como consecuencia la apoptosis mediada
por la activacion de la caspasa-1 y la secrecion de IL-1B. Esta citoquina se asocia a
programas de muerte celular en distintos tipos celulares mediante distintos mecanismos,
como la apoptosis mitocondrial y en consecuencia a un estrés de reticulo endoplasmatico
sostenido, a través de la induccion de CHOP (Wang et al. 2023). Los resultados aqui
expuestos mostraron que la exposicion de las HBMEC a concentraciones subtoxicas de A
1-40 no madificaron los niveles de ARNm de IL1B medidos por RT-PCR y que tampoco
indujeron la secrecion de IL-1B, medida por ensayos de ELISA en el medio de las células
HBMEC. Tampoco se observaron aumentos significativos en los niveles de ARNm CHOP en
las HBMEC. La falta de aumento en los niveles de CHOP es coherente con los resultados del
ensayo MTT, que indicaron que la concentracion de AP 1-40 utilizada no indujo una
disminucion significativa en la viabilidad celular. Por lo tanto, estos resultados sugieren que
AB 1-40 induce la expresion del inflamasoma NLRP3 en células endoteliales de
microvasculatura cerebral humana, y este efecto puede ser contrarrestado por Gall. Sin
embargo, la IL1B no parece ser el principal mediador de la respuesta inflamatoria en estas
condiciones particulares, y rio abajo de NLRP3 podria actuar otro factor proinflamatorio, como
IL-18, que no hemos evaluado en esta Tesis. Otra variable podria ser el tiempo de los
tratamientos, causando que en el momento de la determinacion de la expresion de dicha
citoquina, no haya suficiente activacion del inflamasoma, a pesar del aumento del nivel de
mensajero, para iniciar esta via. Ademas, la activacion de IL-1p ha sido asociada a la
apoptosis mediada por la activacion de la UPR en células endoteliales (Barros Ferreira et al.
2024; Pan et al. 2017). Acorde a la bibliografia, la ausencia de cambios en el ARNm IL-13

también se condice con los resultados del MTT.

Existen otras vias alternativas, que no han sido evaluadas en esta tesis, por las cuales NLRP3
podria inducir la disfuncién endotelial (Bai et al. 2020). Por ejemplo, el factor HMGB1,
molécula representativa de patrones asociados a dafio moleculares o DAMPS, es secretado
ante la activacion de NLRP3, siendo capaz de alterar la integridad de la barrera endotelial.
HMGBL1 provoca la formacion de fibras de actina de estrés, aumentando la contractilidad de
las células endoteliales, lo que contribuye a la desregulacion del flujo sanguineo y alteracion
del fenotipo endotelial (Zheng et al. 2016; Wolfson, Chiang, y Garcia 2011). La expresiéon de

HMGBL1 provoca la expresion de quimioquinas y moléculas de adhesion mediada por NF-kB
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y la internalizacion de proteinas de anclaje, que aumentan la permeabilidad celular y
favorecen la infiltracion de células del sistema inmune (Liang et al. 2020; Zheng et al. 2016).
Ademéas, HMGB1 puede adherirse al receptor de productos de glicosilacion avanzada
(RAGE), conocido transportador endotelial de AR durante el proceso de eliminacion, por lo
gue puede competir por la union al receptor y exacerbar el problema de acumulacién vascular
del péptido.

En el hipocampo de cerebros de pacientes con EA, Ismael et al describieron una elevada
expresion del inflamasoma NLRP3 y marcadores de estrés, especialmente en cercania de
depdsitos de AB (Ismael et al. 2021). Dicho trabajo también revel6 la presencia de interaccion
con la tiorredoxina (TXNIP), una proteina capaz de inducir la formacién del inflamasoma
NLRP3, en microglia y astrocitos, validando a este factor como participe en mudltiples
procesos inflamatorios en el contexto de la EA. Por lo tanto, mitigar el estrés de RE
constitutivo y/o las vias XBP1 y NF-kB podria ejercer un rol neuroprotector en la EA al impedir

la activacion del inflamasoma NLRP3.

Los resultados del RNAseq también evidenciaron cambios asociados a procesos
inflamatorios en células vasculares en los ratones Tg-Gall. La mayor actividad de genesets
relacionados con la activacion de integrinas y unién a integrinas indica alteraciones en la
adhesion celular, un evento comun en procesos inflamatorios, esencial para la formacién de
la BHE. A su vez, la disminucién en la actividad de la via de unién de B-catenina se asocia
con cambios patologicos, incluyendo inflamacion y la remodelacién vascular. Por dltimo, la
disminucion de la via de unién de calmodulina en el grupo transgénico implica un desbalance
en la homeostasis de calcio, lo cual se ha vinculado con respuestas inflamatorias y
contraccién de musculo liso. Por lo tanto, la restauracion del perfil de los ratones Tg-Gall

sugiere efectos antiinflamatorios del tratamiento en células de la vasculatura.

Lau y colaboradores, en su estudio de la secuenciacion de ARN de nucleos Unicos, reportaron
un marcado aumento de genes caracteristicos de la respuesta inflamatoria en poblaciones de
células endoteliales, incluidos IFN-y y el regulador de interferon IRF7, via que también se

observo incrementada en los hipocampos de los ratones Tg-Veh analizados en esta Tesis.

Por otro lado, en pacientes con EA, las células endoteliales expresan genes asociados con
la induccién de la respuesta inmune, en especial el reclutamiento de linfocitos T y el aumento

de moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) clase 1, que provoca la
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infiltracion de linfocitos T CD8+ citotoxicos en el cerebro (Gate et al. 2020; Dulken et al. 2019).
Como resultado, se inician procesos que causan la activaciéon microglial y perturban la
neurogénesis del giro dentado hipocampal (Di Liberto et al. 2018). De suma relevancia, la
bibliografia ha demostrado que Gall induce la apoptosis de células T CD8+, lo que podria
resultar un mecanismo de gran importancia en la neuroproteccion ejercida por esta molécula

(Rubinstein et al. 2004).

Estos hallazgos ofrecen nuevas perspectivas sobre la interaccion entre AB, Gall, el estrés de
RE constitutivo y los marcadores inflamatorios en el contexto de la EA, y proporcionan una

base para investigaciones futuras que exploren mas a fondo estos mecanismos.

Alcances y limitaciones del trabajo

Consideraciones sobre el modelo experimental

Aunque los modelos animales transgénicos han sido y son sumamente valiosos para estudiar
aspectos especificos de la enfermedad de Alzheimer, es importante reconocer sus
limitaciones en la representacién de la diversidad genética y las caracteristicas del Alzheimer
esporadico o de inicio tardio, que es mas comun en la poblacién humana. En esta seccién se
discutiran algunas ventajas y limitaciones de los modelos animales de la EA, centrandonos

en los modelos murinos.

Hasta la fecha, los ensayos clinicos derivados de estudios preclinicos en animales modelo de
EA han sido insatisfactorios. Aproximadamente, el 99,6% de estos han sido interrumpidos, lo
cual, en parte, podria deberse a la traslacion prematura a la clinica. Aunque algunos
resultados de investigaciones preclinicas resultaron muy prometedores en modelos animales,
abordaban aspectos limitados de la patologia de la EA, lo que podria justificar su falla (Gotz,

Bodea, y Goedert 2018).

El modelo murino PDAPPJ20 empleado en esta Tesis, ha sido ampliamente utilizado en la
investigacion de la EA debido a su capacidad para recapitular algunas de las caracteristicas
claves de esta enfermedad neurodegenerativa en humanos. Como se menciono
anteriormente, estos roedores llevan el transgén de la proteina APP humana con las
mutaciones Swedish e Indiana, lo que resulta en una sobreproduccion de péptido beta-

amiloide (AB) y una acumulacion de placas amiloides.
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Aunque el modelo PDAPPJ20 recapitula muchos de los aspectos de la patologia asociada
con la EA, como la inflamacion y la disfuncion sinaptica, no muestra una tauopatia prominente
como se observa en la enfermedad humana, aunque se ha reportado evidencia de un

aumento de los niveles de tau hiperfosforilada (Simén et al. 2009; Mucke et al. 2000).

Entre las limitaciones también se encuentra la diferencia entre la cinética de aparicion de
ciertas alteraciones. Por ejemplo, el déficit cognitivo es uno de los primeros cambios
observables, desde los tres meses, mientras que en humanos suelen presentarse con una
patologia amiloide ya establecida (Ameen-Ali et al. 2019). También, algunos de los modelos
murinos transgénicos suelen desarrollar patologia en un periodo de tiempo mucho mas corto
gue los humanos, por lo que podrian no reflejar con precision la progresion temporal de la EA
en pacientes. En ese sentido, la cepa empleada muestra una evoluciéon progresiva de la

patologia.

Otro aspecto relevante para esta Tesis es que los ratones y los humanos pueden tener
respuestas inmunoldgicas especificas que difieren, lo que puede afectar la interpretacion de
los resultados de estudios relacionados con el sistema inmunolégico en modelos murinos,
como las vias de activacién de citoquinas. Para el caso de tratamientos potenciales que se
dirijan al sistema inmunolégico, como es el empleo de Gall, seria necesario evaluar las
diferencias y similitudes entre las especies. También, las intervenciones que modifican el
sistema inmunolégico pueden tener efectos secundarios diferentes en ratones y humanos, lo
gue podria limitar la traslacién a la clinica. Existen modelos dirigidos a subsanar esta
limitacion, por ejemplo, modelos murinos con sistemas inmunoldgicos humanizados, que
reciben células inmunolégicas humanas. También es esencial la validacion en muestras
humanas, como el andlisis de tejido cerebral post mortem de pacientes con EA muestras de

LCR y/o plasma sanguineo.

Si bien la investigaciéon rigurosa implica la reproducibilidad de los resultados y que las
condiciones del ambiente permanezcan estables, la EA se encuentra influenciada por factores
ambientales y el estilo de vida. En este sentido, los modelos y condiciones experimentales
utilizadas para la investigacion no recapitulan la influencia de estos factores. Otra dificultad
gue se presenta es la multicausalidad de la EA, ya que los modelos murinos transgénicos que
se centran en aspectos especificos de la patologia, como la acumulacion de placas de beta-

amiloide, podrian no estar reflejando completamente la complejidad de la enfermedad
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humana. Siempre que sea posible, complementar la investigacion utilizando mas de un
modelo o con otros enfoques, como estudios epidemioldgicos y andlisis de tejidos humanos,

es esencial para obtener una comprension mas completa de la enfermedad.

Consideraciones del esquema de tratamiento empleado

La seleccién de la edad de tratamiento se justifica en que, a los 12 meses, los ratones
PDAPPJ20 presentan un estado establecido de la EA, con una carga significativa de placas
amiloides, neuroinflamacién y déficits cognitivos establecidos. Esta etapa de la enfermedad
refleja mas de cerca la presentacion clinica en humanos cuando los pacientes buscan
tratamiento médico, ya que, al contrario de lo que suele suceder en los modelos animales, en
humanos los sintomas cognitivos aparecen luego de los cambios histopatolégicos. Por lo
tanto, estudiar los efectos del tratamiento en este punto proporciona informacion relevante
sobre cémo las terapias pueden afectar a los pacientes en un estado sintomatico de la
enfermedad. Ademas, aunque la intervencién temprana podria ser beneficiosa teéricamente,

la falta de diagnéstico temprano limita la viabilidad traslacional de dichas investigaciones.

Por estas razones, el tratamiento preventivo en etapas tempranas de la enfermedad, como a
los 6 meses en ratones PDAPPJ20, no reflejaria la realidad clinica actual y no abordaria la

necesidad de investigar terapias para pacientes en etapas mas avanzadas de la enfermedad.

La mayoria de los ensayos clinicos de terapias modificadoras del curso de la EA se centran
en pacientes en etapas mas tempranas de la enfermedad, con escaso déficit cognitivo. La
seleccion de estos pacientes se basa en el diagnostico neuropsicoldgico y niveles elevados
de AB 1-42. Por lo tanto, existe una brecha para la investigacion de todos los pacientes que
presentan mayores alteraciones tanto cognitivas como estructurales, como la presencia de

dafio vascular.

Estudiar los efectos del tratamiento a los 12 meses en ratones PDAPPJ20 no solo proporciona
informacion relevante para comprender cémo las terapias pueden afectar a pacientes en
etapas sintomaticas de la enfermedad, sino que también contribuye a limitar esta brecha en
la investigacion clinica al abordar una etapa de la enfermedad que actualmente carece de
opciones terapéuticas efectivas, ya que los Unicos medicamentos que modifican el curso de

la enfermedad, los anticuerpos monoclonales, s6lo son recomendados para casos leves de



EA. En resumen, el esquema de tratamiento a los 12 meses en ratones PDAPPJ20 se justifica
por su relevancia para el estado sintomético establecido de la EA, la falta de tratamientos
preventivos aprobados y la necesidad de investigar terapias para pacientes en etapas mas

avanzadas de la enfermedad.

Por otro lado, se deben considerar algunas de las limitaciones del protocolo empleado. Una
limitacion importante de este estudio es la falta de evaluacién de la duracion a largo plazo de
las mejoras observadas posterior al tratamiento con Gall. Aunque se han demostrado
mejoras significativas en la memoria espacial, la reducciéon de depoésitos amiloides y
vasculares, y el restablecimiento de la integridad vascular en ratones PDAPPJ20, no se
evaluo si estos efectos persisten después de la interrupcién del tratamiento. Seria importante
realizar un seguimiento a largo plazo para determinar si las mejoras son sostenidas o si hay

un efecto de rebote después de suspender el tratamiento.

Otra limitacion relevante es la falta de evaluacién de posibles efectos secundarios asociados
con el tratamiento con Gall. Aunque hemos observado mejoras en los pardmetros cognitivos
y patolégicos, no evaluamos cambios en la periferia ni los efectos a largo plazo del
tratamiento. Seria importante realizar estudios adicionales para investigar posibles efectos
adversos en otros érganos o sistemas, asi como evaluar la seguridad a largo plazo del uso
de Gall en el tratamiento de la EA. En este contexto, estudios realizados por el Laboratorio
de Glicomedicina (IBYME, CONICET) no revelaron efectos secundarios significativos a nivel
histopatol6gico o hematolégico en el modelo EAE de esclerosis mdltiple, posterior al

tratamiento con Gall (datos adn no publicados).

Por ultimo, como consecuencia de una limitacion en cuanto a la disponibilidad de ratones y
los diversos experimentos a los que fueron destinados, en esta Tesis se utilizaron tanto
machos como hembras, distribuidos de la manera mas equitativamente posible. Si bien por
la capacidad del tratamiento de lograr una respuesta consistente, debido al estadio de la
patologia o como resultado del genotipo de los ratones, observamos resultados consistentes
dentro de cada grupo experimental, poder contar con poblaciones de ambos sexos

enriqueceria el trabajo y permitiria un mejor entendimiento del impacto del Gall.

El abordar estas limitaciones con profundidad permitiria una mejor comprensién de la eficacia

y seguridad de Gall como una terapia potencial para la EA.
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También podemos destacar algunas consideraciones sobre el empleo de modelos
simplificados in vitro. Estos estudios permiten un control experimental preciso sobre las
condiciones de cultivo celular, lo cual facilita la manipulacién de variables especificas y la
realizacién de experimentos controlados. Esto puede ayudar a identificar y comprender los
mecanismos subyacentes a nivel celular sin la interferencia de otros factores. Por ello, se
pueden realizar andlisis moleculares detallados, como las RT-PCR vy actividad de proteinas
en las HBMEC realizadas en esta Tesis. En general, los esquemas in vitro pueden alinearse
con la reduccién de animales en la investigacion biomédica, lo que puede ser éticamente
favorable y responder a principios de las 3Rs (Reduccion, Refinamiento y Reemplazo) en el

uso de animales en experimentacion.

Sin embargo, se encuentran ciertas desventajas en el uso de cultivos celulares,
especialmente monocultivos. Los estudios in vitro suelen carecer de ciertas sefales
bioguimicas, factores sistémicos como hormonas y metabolitos circulantes, la comunicacién
intercelular y las condiciones del entorno, y pueden no traducirse directamente a la respuesta

observada en un organismo vivo. Por ello, su relevancia clinica puede ser limitada.

Aqui, se utilizaron células HBMEC expuestas a AR para evaluar el efecto de Gall. Aunque
este enfoque proporciona informacién util sobre los efectos directos de Gall en las células
endoteliales, no refleja las interacciones celulares y el microambiente presente en el cerebro,
donde son de suma relevancia para la BHE las células VSMCs o pericitos y astrocitos. Sin
embargo, los resultados in vitro pueden proporcionar informacion valiosa sobre los
mecanismos subyacentes de una enfermedad y el efecto de una intervencion terapéutica, Es
fundamental reconocer que los estudios in vitro son una herramienta importante en la
investigacion biomédica, pero deben interpretarse con cautela ya que pueden no reflejar
mecanismos o procesos fisiolégicos que ocurren in vivo. Es importante validar los hallazgos
in vitro en modelos animales u organoides humanos y, en Ultima instancia, en ensayos

clinicos en humanos para establecer la eficacia y seguridad de un tratamiento potencial.

Limitaciones técnicas

Si bien se ha tratado de realizar un trabajo lo mas integral posible con las herramientas a

nuestro alcance y en el tiempo dedicado a esta Tesis, haber incluido ciertas técnicas y haber



contado con conocimientos adicionales podrian haber influido en los resultados y las
interpretaciones del estudio. Por lo general se tratan de técnicas costosas y especializadas,
de las que no disponemos. Aqui se discuten algunas de ellas y como pueden ayudar a una

evaluaciéon mas profunda de este trabajo.

En principio la inclusién de técnicas avanzadas de imagenes, especialmente microscopia de
alta resolucioén, resonancia magnética nuclear y la microscopia de superresolucion, pueden
proporcionar informacion detallada sobre la estructura y funcion cerebral a nivel molecular y
subcelular con mas detalle. En este contexto, estas técnicas podrian haber contribuido a
evidenciar con mas detalle la marca y localizacién de Gall en el hipocampo. Proponemos

llevarlas adelante en un futuro préximo.

En segundo lugar, el andlisis completo del proteoma cerebral podria haber permitido
identificar cambios en la expresién y la modificacion de proteinas asociadas con la EA y la
respuesta al tratamiento con Gall. Este andlisis es altamente costoso, requiere equipos
especializados y experiencia técnica en protedmica, dificultando su accesibilidad. Este
analisis hubiera complementado los resultados de RNA-seq otorgando informacion que
compruebe que los cambios transcripcionales en los niveles de ARNm se condicen con la

expresion diferencial de las proteinas correspondientes.

Otro aspecto que hubiese fortalecido esta Tesis, es la evaluacién de los efectos funcionales
de la vasculatura. Por ejemplo, explorar el flujo sanguineo cerebral y la actividad metabdlica,
a través de técnicas como la ultrasonografia Doppler transcraneal o la tomografia por emision
de positrones (PET). Esto hubiese permitido detectar cambios en el suministro de sangre en

los animales Tg-Veh, y su respuesta al tratamiento terapéutico con Gall.

Por ultimo, el analisis de los perfiles de expresion génica a nivel de una sola célula (Single-
Cell Seq) en células endoteliales podria haber permitido una comprension més detallada de
los efectos de Gall en la expresion génica y los procesos bioldgicos especificos a estas

células in vivo.

Respecto a los resultados in vitro, las HBMEC crecen estableciendo una monocapa que
presenta uniones estrechas que, como se ha reportado anteriormente, demuestran ser la
linea celular humana mas adecuada para un modelo de BHE entre diversas lineas de células
endoteliales de microvasculatura cerebral (Eigenmann et al. 2013). Sin embargo, se ha

observado que, en determinadas condiciones, la presencia de proteinas de union estrecha
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varia y que no todas ellas se expresan de manera uniforme, encontrandose que algunas se
detectan de manera uniforme en los contactos célula-célula, mientras que otras se encuentran
en clusters (Liebner et al. 2000). Quizas esto explique que en la condicion control, no se
observé la presencia de esta proteina en la membrana celular en todas las células, lo que
dificulté un andlisis cuantitativo. Se repitio el experimento, variando los tiempos de crecimiento
de las células obteniendo resultados similares. Seria necesario en un futuro, evaluar otras
proteinas de unién estrecha, como zonula occludens y VE-cadherina. Por lo general, lo
reportado en este trabajo coincide con la literatura, ya que otros autores presentan los datos
de mediciones cuantitativas de TEER y/o ensayos de permeabilidad acompafiado de
imagenes cualitativas sefialando la localizacion de proteinas estrechas (Hollmann et al. 2017;
W. Li et al. 2013; Savettieri et al. 2000). Mas recientemente, se han desarrollado nuevos
sistemas de BHE in vitro dirigidos a optimizar estos modelos empleando sistemas de
microfluidica sobre la superficie de las células, lo que contribuye a una formacién de
monocapas de morfologia mas similar a la encontrada in vivo y con mayores valores de
resistencia eléctrica transendotelial, lo que se asocia a mayor expresion de proteinas de unién
estrecha (Nair et al. 2023; Salman et al. 2020; Cucullo et al. 2008). La incorporacién de flujo
dindmico en el sistema de cultivo, sin embargo, plantea desafios técnicos, logisticos y
econdémicos significativos en comparacion con los modelos transwell que permiten
investigaciones de alto rendimiento con manipulaciones experimentales relativamente

simples (Daniels et al. 2013).
En un futuro, a partir de mayor investigacion y colaboraciones, podrian abordarse algunos de

estos aspectos, mediante estas u otras técnicas, para obtener una comprension mas cabal

de los efectos de Gall en la EAy, en particular, la vasculatura cerebral.
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Conclusion

No existiendo tratamientos adecuados para la EA, la necesidad de nuevas terapias que
aborden los distintos aspectos y cambios bioldgicos incluyendo la neuroinflamacién y la

disfuncién vascular subyacentes a la patologia es imperativa.

Gall surge como un potencial tratamiento terapéutico en el contexto de la EA debido a los
antecedentes que la asocian a efectos antiinflamatorios, neuroprotectores vy
vasculoprotectores. La consistente evidencia obtenida tras el tratamiento de los ratones
PDAPPJ20 es sumamente promisoria, abarcando diversas aristas de los procesos
involucrados en la patologia.

Por otro lado, algunas revisiones bibliograficas han sugerido un cambio de paradigma
proponiendo a las células endoteliales como un blanco relevante en la EA. Esto se basa en
la robusta evidencia de la disfuncion vascular reportada tanto en pacientes como en modelos

experimentales, y la falta de terapias dirigidas a subsanar este problema.

En este sentido, la presente Tesis aporta novedosas pruebas sobre los mecanismos que
subyacen a la disfuncién endotelial en la EA. El andlisis de procesos de la UPR e inflamacion
en las HBMEC en el contexto de la EA puede proveer un nuevo blanco terapéutico para el
desarrollo de terapias que mejoren la funcién vascular, e incluso proponer un posible empleo
de Gall con este fin. Por otro lado, la modulacion del estrés de RE por Gall constituye la

primera asociacion de fenomenos de proteostasis celular y Gall.

En este escenario, la presente Tesis revela nuevos conocimientos desde fendmenos bésicos
hacia la propuesta de una nueva estrategia como potencial tratamiento en EA avanzada, y
los diferentes mecanismos involucrados en la modulacibn de esta patologia,
fundamentalmente aquéllos que impactan sobre circuitos inmunoldgicos, neuronales y

vasculares.

163



Metodologia experimental




Experimentos in vivo

Animales

Para esta tesis se emplearon ratones de la cepa PDAPPJ20 (Galvan 2006, Robertson 2007,
Mucke 2000) que portan en hemicigosis un transgén que les permite expresar la proteina
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 (PDGF). La
colonia se mantuvo mediante cruces con ratones C57BL/6j (Jackson Laboratories, Bar
Harbor, ME) en en bioterio del Instituto de Biologia y Medicina Experimental, IBYME—
CONICET; Certificado de Garantia NIH #A5072-01). Los ratones se alojaron en condiciones
controladas de temperatura (22°C) y humedad (50%) con ciclos de luz/oscuridad de 12 h/12

h.

Para la identificacién del genotipo de cada animal, en el momento del destete se extrajo una
muestra de tejido de la cola que se utilizd para la extraccion de ADN y posterior PCR

empleando primers especificos para el transgen humano.

Tratamiento con Galectina-1

Los ratones transgénicos (Tg) PDAPPJ20 utilizados en este estudio eran hemicigotos para el
transgén, como se confirmé mediante PCR con primers especificos. Los ratones no
transgénicos (NTg) comparfieros de camada fueron utilizados como grupo control. Galectina-
1 recombinante (Gall) se administré a ratones PDAPPJ20 de 12 meses de edad mediante
inyeccion i.p. inyecciones (100 pg diluidos en 100 ml de solucion salina) tres veces por
semana durante tres semanas en el esquema de lunes-miércoles-viernes. La seleccion de la
dosis de Gall se basé en trabajos publicados anteriormente (Rabinovich et al, 1999;
Starossom et al, 2012). Se administré solucién fisiolégica (vehiculo: Veh) como control. El
esquema experimental de las inyecciones se muestra en la Figura 38 Las pruebas de
comportamiento se realizaron durante la Ultima semana (prueba de campo abierto, prueba de
reconocimiento de locacién novedosa de un objeto) o 72 h después de finalizar los

tratamientos (laberinto en Y).
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Figura 39. El tratamiento con Gall en ratones PDAPPJ20. Esquema experimental de la administracién Gall en
ratones NTg y Tg PDAPPJ20 de 12 meses. Gall se administr6 i.p, 100 pg en 100 pl de solucién fisiologica por
inyeccion, 3 dosis por semana durante 3 semanas. La prueba de campo abierto se realizé durante la Ultima
semana del tratamiento. Al finalizar el esquema de inyecciones, se emplearon las pruebas comportamentales de
locacion novedosa de un objeto y de laberinto en Y el para evaluar la memoria espacial. El sacrificio y

procesamiento de tejido se detalla en el cuerpo de esta seccion.

Pruebas de comportamiento.

Las pruebas comportamentales se condujeron en animales entre las 8:00 y las 14:00 h
durante el periodo de luz, con una densidad de iluminaciéon de aproximadamente 50 a 100 Ix
en el centro de la sala de pruebas. Primero se realiz6 la prueba de campo abierto, seguida
de la prueba de reconocimiento de ubicacion de objetos novedosos (NOL) con un intervalo
de 1 semana. El reconocimiento de ubicacion de objetos novedosos (NOL) o las pruebas del

laberinto Y se llevaron a cabo en grupos experimentales separados.

Campo abierto. La prueba de campo abierto se realiz6 para evaluar la locomociéon y el
comportamiento similar a la ansiedad, como informamos anteriormente (Beauquis et en 2014,
Vinuesa et en 2016). Brevemente, ratones (NTg n=12, Tg =12 y Tg+Gal1=6) se colocaron en
el centro de la arena y la exploracion se analizo a partir de archivos de video durante los
primeros 5 minutos utilizando el software de andlisis ANY-maze (Stoelting Co, EE. UU.). Se

cuantifico la distancia total recorrida (metro).

Prueba de reconocimiento de ubicacion de objetos novedosos. La prueba de NOL se realizd
como se publicod anteriormente (Beauquis et al 2014, Vinuesa 2016, 2019, Gregosa 2019)
para estudiar la memaoria espacial dependiente del hipocampo. Brevemente, ratones (NTg-
Veh n=8, NTg-Gall=4, Tg-Veh n=5y Tg+Gall=4) estaban debidamente habituados a la sala

de pruebas y a la caja negra donde se llevé a cabo la prueba. La prueba consistié en dos



pruebas de 10 minutos (prueba de muestra o T1 y prueba de prueba o T2), que fueron
grabadas con una camara de video, separadas por un intervalo entre pruebas de 1 h. En T1,
los ratones fueron expuestos a dos objetos de plastico idénticos que se colocaron en dos
esquinas contiguas seleccionadas, mientras que en T2, uno de los objetos se movi6é a una
ubicacion nueva en la esquina opuesta al objeto no desplazado. Los criterios para la inclusion
de datos consideraron un umbral de 20 s de exploracion de objetos y ninguna preferencia de
ubicacién en T1. El desempefio se evalud con un indice de discriminacion teniendo en cuenta
la exploracion novedosa en relacion con la ubicacién conocida dentro del tiempo total de

exploracién en T2.

Laberinto en Y. La memoria espacial dependiente del hipocampo se evalu6 adicionalmente
con la prueba del laberinto en Y, que se realiz6 como se informé anteriormente (Vinuesa
2016, Gregosa 2019). Brevemente, después de una habituacion adecuada a la sala de
pruebas, los ratones (NTg-Veh n=8, NTg-Gall=5 Tg-Veh n=5 y Tg-Gall=6) Se les permiti6
explorar la plataforma del laberinto en Y de tres brazos. La prueba consistié en dos etapas
de 10 minutos (prueba de muestra o T1 y prueba de memoria 0 T2) que fueron grabadas para
su posterior analisis, separadas por un intervalo entre pruebas de 4 horas. Durante T1, a los
ratones se les permitié explorar dos de los tres brazos, mientras que durante T2, el tercer
brazo estaba accesible para la exploracion. EI comportamiento en T2 se evalué como el
porcentaje de tiempo de exploracion en el nuevo brazo durante los dos primeros minutos tras
salir del brazo central del ensayo de prueba, sobre el tiempo total. Se excluyeron los ratones
gue mostraron preferencia en T1 o no abandonaron el brazo central antes del primer minuto

de T2.
Campo Abierto

Se realiz6 una prueba de campo abierto para evaluar la locomocién tal y como se informé
previamente por nuestro laboratorio (Beauquis et al 2014, Vinuesa et al 2016). El dispositivo
utilizado consistié en una plataforma de madera revestida con melamina blanca de 55 x 55
cm2 de area con paredes de 25 cm de altura. Los animales (Tg-Veh n=7 y Tg-Gall n=7) se
colocaron en el centro de la arena y se analiz6 la exploracion durante 5 min a partir de
archivos de video con el software de analisis "Any-maze" (Stoelting Co, USA). Los resultados

se expresan como "distancia total recorrida" (cm).
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Obtencién de tejido cerebral

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 perfundidos transcardiacamente con 20
ml de solucidn fisiolégica seguidos de 20 ml de paraformaldehido 4% en buffer fosfato salino
(PBS: 0.1 M, pH 7.4), excepto los animales cuyos cerebros fueron destinados a la extraccion
de ARN y destinados a la tincion con rojo Congo, que fueron decapitados sin perfundir, se
diseccion6 el hipocampo y se congel6é en el momento. Los cerebros fueron removidos del
craneo, seccionados ambos hemisferios y fijados a 4°C durante una noche. Luego el tejido
fue cortado coronalmente con vibrdtomo en secciones de 60 um 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.

El cerebro de los animales que recibieron la solucién de Evans Blue intravenoso, no fueron
utilizados para otros analisis posteriores. El tejido cerebral fue destinado a distintos
experimentos y, por lo tanto, recibieron distintos tratamientos (perfundidos para
inmunofluorescencia, Evans Blue previo a perfusién, o sin perfundir para rojo Congo -y
posterior utilizacién para el estudio de la reactividad y funcionalidad microglial, resultados no
presentados aqui-). El nimero total de animales utilizados que no recibieron Evans Blue fue
22, de las cuales 12 fueron hembras, distribuidas uniformemente entre los grupos analizados.
Debido a esto, sumado a que obtener ratones de 12 meses que reciban tratamiento presento
cierta dificultad, el grupo NTg que recibié Gall no llegé a un nimero adecuado para su

inclusion en todos los resultados.

Se hicieron todos los esfuerzos posibles para reducir la cantidad de ratones utilizados en el

estudio, asi como para minimizar el sufrimiento y la incomodidad de los animales.

Ensayo de permeabilidad de la BHE

Se administré por via intravenosa (vena de la cola) 100 uL de una solucion conteniendo Azul

de Evans (Evans Blue, EB) al 2% en solucion salina, un trazador fluorescente de 65 kDa de



peso molecular (Figura 39). En sangre, EB se conjuga con la proteina albumina y sélo
atraviesa la barrera hematoencefalica ante un estado de pérdida de la integridad vascular.
Luego de 15 minutos de circulacién, se anestesio a los ratones hasta la pérdida de reflejos y
los ratones se perfundieron transcardiacamente con 20 mL de solucidn salina seguidos de 20
mL de paraformaldehido al 4%. Los cerebros se diseccionaron y fijaron como se ha descrito
anteriormente. Se realizaron cortes de 60 um conteniendo hipocampo con vibratomo como
se especificd anteriormente y 6-7 secciones por animal se colocaron sobre portaobjetos
pretratados con gelatina y los cubreobjetos se montaron empleando alcohol polivinilico con
DABCO (Sigma). Para este experimento se destind un total de 19 animales que recibieron la
inyeccion de Evans Blue, de los cuales 10 fueron hembras, distribuidas uniformemente entre

los grupos analizados.

Se adquirieron iméagenes confocales Z-stack con un intervalo de 2 um del hilio del hipocampo
de cada seccién a una longitud de onda de emision de fluorescencia de 680 nm para la
visualizacién del colorante. La densidad Optica del colorante en la region del hilio del
hipocampo se analiz6 en las imagenes de proyeccién Z para stack de imagenes, utilizando el

software ImageJ.

[ Evans Blue i.v J -’[ Perfusion ] "[M'Cmswp'a confocal deJ
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Figura 39. Esquema del protocolo para la evaluacion de la permeabilidad de la barrera hematoencefalica mediante
inyeccion i.v. de 100 ul de azul de Evans (Evans Blue) al 2% 15 min antes de la perfusién con 20 ml de solucién salina
y 20 ml de PFA 4%. Luego de un breve lavado en PBS, los cerebros fueron fijados durante 12 hs en PFA 4%. Se lavaron
con PBS y se cortaron secciones coronales de 60 um conteniendo hipocampo, empleando un vibratomo. Los cortes
se colocaron directamente en portas para su montaje con Dabco. Se obtuvieron imagénes de Z-stack del hilio del

hipocampo de cada corte en microscopia confocal para su posterior andlisis.
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Inmunofluorescencia

Para cada experimento de inmunofluorescencia, se emplearon 6 secciones conteniendo
hipocampo por cerebro de cada raton (distancia de interseccién = 300 um aproximadamente)
utilizando una técnica de free floating (inmersos completamente en solucién). Las secciones
se lavaron 3 veces por 10 min en PBS para eliminar la solucion crioprotectora y luego se
incubaron en buffer citrato de pH 6 durante 30 minutos a 85°C para la recuperacion del
antigeno. Los sitios de union inespecificos se bloquearon utilizando suero de cabra al 10%
en PBS con Triton x-100 al 1% durante 30 minutos. La incubacién con anticuerpos primarios
se realiz6 durante la noche a 4°C en un agitador orbital. Para la visualizacion de la
vasculatura, a la solucién de anticuerpo primario se le adiciond lectina de Lycopersicum
esculentum acoplada a fluoresceina (Vector) a una concentracion 1:400. La incubacién con
anticuerpos secundarios apropiados (Alexa fluorescente 488, 555, Invitrogen, Vector Labs)
se realiz6 durante 2 horas a temperatura ambiente en solucion de blogueo. Finalmente se
realizaron 3 lavados con PBS (5 min cada uno), se colocaron los cortes en portaobjetos
pretratados con gelatina y los cubreobjetos se montaron empleando alcohol polivinilico con
DABCO (Sigma). Para todas las inmunofluorescencias, la posterior adquisicién y el analisis
de imagenes se realizaron a ciegas con respecto al grupo experimental. Los detalles de cada

inmunofluorescencia se explican a continuacion.

Inmunofluorescencia para 4G8 acoplada a tincion con lectina de tomate unida

a Fluoresceina

chequear triton La incubacién con solucion de bloqueo conteniendo suero de cabra se
realiz6 al 3% en PBS-Tritdén 0.1 % durante 30 min a temperatura ambiente. El anticuerpo anti-
4G8 se utiliz6 una concentracion de 1/700 4G8 (Invitrogen, hecho en ratén). Se utilizé el
anticuerpo secundario anti-IgG de raton unido al fluoréforo Alexa 555 (Invitrogen) durante 1

hora a temperatura ambiente con solucion de bloqueo.



Inmunofluorescencia para GFAP acoplada a tincion con lectina de tomate

unida a Fluoresceina

Se utilizé como anticuerpo primario anti-GFAP (Sigma, 1:500, hecho en conejo). El anticuerpo
secundario utilizado fue anti-lgG de conejo unido al fluoréforo Alexa 555 (Invitrogen). Se

continud con el protocolo anteriormente detallado.

Inmunofluorescencia para Gall acoplada a tincion con lectina de tomate unida

a Fluoresceina

La solucion de bloqueo empleada para esta inmunomarcacion fue 2% leche en polvo en Anti-
Gall (rabbit anti-human) 1/1000 1% suero goat en PBS-triton 0.1% ON 4°C tal como se
describio previamente (Croci et al. 2012). Se utilizé el anticuerpo secundario anti-rabbit Alexa

555 1/1000 + 1% suero goat en PBS-triton 0.1% 60’ RT

Inmunofluorescencia para acuaporina-4 acoplada a tincion con lectina de

tomate unida a Fluoresceina

Se utilizé un anticuerpo primario anti-Acuaporina-4 (Santa Cruz, 1:100, hecho en conejo). El
anticuerpo secundario anti rabbit Alexa 555 (Invitrogen) se emple6 en una concentraciéon de

1/1000.

Tincion con rojo Congo y andlisis de placas amiloides.

Para evaluar las placas amiloides en el hipocampo, se realiz6 tinciébn con rojo Congo
siguiendo el método informado previamente por Wilcock et al. (2006). Brevemente, se
incubaron cortes coronales de cerebro en una solucion que contenia 2% de rojo Congo
(Biopack, Argentina), 3% de NaCl y 0.01% de hidroxido de sodio en 80% de etanol durante 5
minutos a temperatura ambiente. Las rodajas se lavaron y se montaron en portaobjetos
recubiertos de gelatina, se secaron al aire, se deshidrataron y se aclararon con etanol y xileno.
El cubreobjetos se monto utilizando balsamo de Canadéa (Biopack Argentina). Se realiz6 la
tincién en los siguientes ratones: Tg-Veh n=7 y Tg+Gall n=10. Las imagenes se obtuvieron
utilizando un microscopio Nikon Eclipse E200 con un aumento de 40x. La adquisicién y el

andlisis de imagenes se realizaron a ciegas con respecto al grupo experimental. El andlisis
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de imagenes se realizé utilizando el software ImageJ. El area total del hipocampo se delimito
manualmente como area de interés y se midi6. Ademas, se delimitaron manualmente las
placas tefiidas de rojo Congo y se obtuvo el nimero y el tamafio de las placas por seccién.
Se cuantificéd tanto la carga amiloide, que indica el porcentaje de area cubierta por placas,
como la densidad de placas, que se refiere al nUmero de placas por area. A partir del nimero
y tamafio de las placas, se cuantifico el niUmero de placas en categorias de tamafio de 0 a

350 um2, con intervalos de 50 um2, obteniendo el gréafico de frecuencias para cada animal y

grupo.

Analisis de imagenes de inmunofluorescencia.

Para todas las inmunofluorescencias, las imagenes se tomaron de distintos planos cada 1 o
2 um a lo largo del eje Z (Z-stack) de los cortes coronales del cerebro, en la regiéon del hilio
del hipocampo. El andlisis de imagenes se realiz6 utilizando el software ImageJ. Se tomaron
imagenes de microscopia confocal con el mayor aumento posible (objetivo de 60X) para un
procesamiento preciso de la localizacion de estas marcas. La toma de imagenes se realizé

de la misma manera para todas las inmunofluorescencias en tejido realizadas en esta Tesis

Analisis de colocalizacion

Depdsitos vasculares de AB en el hilio del hipocampo - Colocalizacion de la

vasculatura con XBP1y Gall - Contactos astrocitos-endotelio

Se analizaron los planos en cada corte de cerebro donde el anticuerpo habia penetrado de
forma uniforme en el tejido (aproximadamente 4 planos por corte), que se analizaron de
manera separada y luego se promedio el resultado de las mismas. Por raton se emplearon 6
cortes de distintos planos coronales del hipocampo. Se confeccioné un macro para la semi-
automatizacioén y reproducibilidad del analisis para cada inmunofluorescencia. Brevemente,
se identific6 mediante un umbral de intensidad y se cuantificé tanto el positiva para el
anticuerpo de interés (4G8, GFAP, Gall o XBP1), como el area lectina fluorescente positiva
Lectina-FITC total, en el canal correspondiente. Se procesaron las imagenes para obtener las
areas que eran positivas para ambas marcas y se cuantificé dicha area de colocalizacién de

ambas



Para las inmunofluorescencias de 4G8, GFAP acopladas a lectina fluorescente y para la
tincion de lectina fluorescente, las imagenes se obtuvieron en un microscopio confocal

Olympus DSU-1X83 del Instituto IBYME-CONICET.

El indice de vasculatura positiva para 4G8/Gall/XBP1 se calculé como el porcentaje del area
de solapamiento de ambas marcas, respecto al area total Lectina-FITC+. El indice de
vasculatura cubierta por pies astrociticos se calculd como el porcentaje del area de

solapamiento de ambas marcas, respecto al area total Lectina-FITC+.

Ensayo de permeabilidad (Evans Blue)

Se promediaron las intensidades de cada Z-stack obtenidos en las iméagenes
correspondientes utilizando la opcion de maxima proyeccion del software ImageJ, de manera
de obtener una imagen representativa por campo. Se analizaron dichas imagenes
promediadas y en escala de grises mediante el programa FIJI ImageJ. Se establecio un
umbral para determinar la sefal positiva de EB y se obtuvo el promedio de intensidad de
marca (mean grey value) en relacién al area de interés delimitada manualmente. Se tuvo
especial cuenta de evitar hiperintensidades causadas por acumulacién del colorante en las
zonas aledafias al hilio (region de interés). Luego, se evalué la presencia de
microhemorragias como marcador de disfuncion de la microvasculatura. Para la
cuantificacién de microhemorragias, se determind el nimero de infiltraciones de EB en el
parénquima cerebral alrededor de los vasos sanguineos. El reconocimiento de estos eventos
se baso6 en previos reportes en la literatura (Guillén-Yunta et al. 2023; Jiang et al. 2014). Se

cuantificé el nimero de microhemorragias en relacion a la regién de interés.

Densidad vascular (&rea ocupada del hipocampo cubierta por vasos Lectina
positivos)

La evaluacion del area ocupada por vasos se realizo a partir de la inmunofluorescencia de
Lectina-FITC. Se promediaron las intensidades de cada Z-stack obtenidos en las imagenes

correspondientes utilizando la opcién de maxima proyeccién del software ImageJ, de manera

de obtener una imagen representativa por campo. Se analizaron dichas imagenes
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promediadas y en escala de grises mediante el programa Optimas. Se establecié un umbral
para determinar la sefial positiva de lectina y se obtuvo el area positiva en relacién al area de

interés delimitada manualmente.

Astrogliosis (densidad de marca reactiva para GFAP por astrocito)

Para el andlisis, se seleccionaron los planos como en el caso de los analisis de colocalizacion.
Dichas imagenes se analizaron por separado y luego se promedio el resultado de éstas. Se
establecié un umbral para determinar la sefal positiva de GFAP y se obtuvo el area positiva
total dentro de la region de interés. Para la cuantificacién de la astrogliosis, se empleé la
densidad total de la marca positiva para GFAP, dividido por el nimero de astrocitos presentes
en el area cuantificada. Luego se promedio el valor de cada corte para tener una medida por

animal.

AQP4 en contacto con la vasculatura
Preparacion y analisis de imagenes de alta resolucion de array
tomography

Se deshidrataron secciones de 60 um gruesas de tejido en series graduadas de alcohol hasta
etanol al 70% (5 minutos en cada paso a temperatura ambiente). Se emplearon 4-5 secciones
de 60 um por ratdn, y se usaron 5-6 ratones por grupo experimental. Posteriormente, se infiltrd
el tejido en una mezcla 1:3 de etanol al 70% y resina LRWhite (grado medio, SPI Supplies)
durante 5 min, y después en LRWhite al 100% (3 veces, 5 min). El tejido se mantuvo en dicha
solucion una noche a 4°C. Al dia siguiente, las secciones se embebieron para formar una
lamina/taco de plastico ACLAR (Ted Pella) y se dejaron polimerizar por 24 horas a 55°C. Para
realizar los cortes, se aplicé cemento adhesivo (Weldwood Contact Cement) diluido en xileno
con un pincel en la parte superior e inferior de la cara del taco para facilitar la recogida de
secciones seriadas (Micheva et al., 2010b). Después de que el pegamento se hubiera secado,
se cortaron en cintas series de 25 o mas secciones de 70 nm de grosor utilizando el Jumbo
Histo Diamond Knife (Diatome, Fort Washington, PA) y un ultramicrotomo (Leica Ultracut,
Deerfield, IL). Las cintas se montaron en cubreobjetos de vidrio previamente gelatinizados.

Los cubreobjetos que contenian cintas se colocaron en una placa caliente (60°C) durante 30



minutos y, a continuacion, se almacenaron a temperatura ambiente hasta su procesamiento
para inmunofluorescencia. La inmunofluorescencia se realiz6 como se indico en la seccion

correspondiente.

Las imégenes de las secciones seriadas se convirtieron en un blogue y se alinearon utilizando
el software Fiji basado en ImageJ y el complemento StackReg (Thevenaz et al., 1998). De
cada seccién de 60 ym se obtuvieron blogues con al menos 25 imagenes cada una. Los
bloques de imagenes se convirtieron en imagenes binarias seleccionando un umbral
adecuado y utilizando el plugin JACoP en ImageJ. Posteriormente, se contaron las particulas
totales por volumen utilizando el plug-in Object Counter 3D. La colocalizacion entre la marca
de AQP4 y Lectina-FITC se identificd utilizando la operacion de multiplicacién de la funciéon
de calculadora de imagenes. Los datos obtenidos se expresaron como numero de puntos por
MmM3 de tejido cerebral. Los resultados de cada bloque se promediaron para generar una

media por seccidn y, posteriormente, los resultados por ratdn se promediaron conjuntamente.

Muestras de ARN de hipocampo de raton.

El ARN del hipocampo de ratén se obtuvo como se describié anteriormente (Vinuesa 2019).
Brevemente, los hipocampos se homogeneizaron con reactivo Tranzol (Trangen) o Trizol (Life
Technologies-Invitrogen, CA, USA) mediante sonicacion. EI ARN total se extrajo segun lo
recomendado por el fabricante. La concentracion y pureza del ARN extraido total se
controlaron midiendo la densidad Optica de las muestras a 260 y 280 nm utilizando un
Nanodrop 2000 (Thermo Scientific USA). EI ARN se almacend a -80 °C hasta ser enviado a

secuenciacion para obtener los datos crudos del RNA-Seq.

Andlisis de secuencia de ARN.

Se recogieron hipocampos completos de ratones tratados con NTg-Veh, Tg-Veh y Tg+Gall
(n = 3). EI ARN total se aisl6 utilizando el protocolo descrito anteriormente. El procesamiento
de los datos de la secuenciacion se realizé en R empleando paquetes/librerias destinados a
tal fin y adaptandolos a nuestro dataset. Para el andlisis se conté con la colaboracion del Lic
Joaquin Merlo. La calidad y la integridad del ARN total se evaluaron utilizando Qsepl

(Bioptic). Las bibliotecas de RNA-Seq se prepararon utilizando la biblioteca de ARNm de
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cadena TruSeq y la secuenciacién de extremos emparejados se realiz6 utilizando la
plataforma de secuenciacion lllumina NovaSeq6000. Los datos de secuenciacion se
procesaron previamente utilizando FastQC y Trimmomatic para eliminar adaptadores y
recortar bases de baja calidad. Se utilizé el transcriptoma del genoma de ratbn GRCm39 v107
del proyecto ENSEMBL para mapear las lecturas. Se utiliz6 el software Kallisto para el mapeo
y la pseudoalineacion. Los recuentos brutos y transcripciones por millbn se obtuvieron
utilizando el paquete R tximport. El andlisis de expresion diferencial se realiz6 utilizando las
herramientas de software Limma y Voom, y se calculé el cambio de veces (FC) de cada
transcripcion para identificar genes expresados diferencialmente. Se utilizé el paquete Fgsea
para introducir los resultados en el algoritmo GSEA, con genes clasificados por su valor p
ajustado transformado (-log10 (valor p adj.)). Esto se hizo para probar el enriquecimiento de
las vias de ontologia del gen MsigDb a partir de bases de datos de procesos biolégicos,
funciones moleculares y componentes celulares. El paquete GeneSetVaration se utilizé para
realizar el analisis de GSVAde las mismas vias, alimentado con recuentos brutos utilizando
la estimacién del kernel de Poisson. En ambos casos se descartaron conjuntos genéticos con

menos de 10 genes 0 mas de 500 genes.

Experimentos in vitro

Linea celular HBMEC.

Se trabajé en todo momento en esterilidad, en cabina de flujo laminar utilizando un equipo
ESCO modelo AC2-451 en el Instituto de Biologia y Medicina Experimental.

Para los ensayos in vitro se emplearon células inmortalizadas derivadas de endotelio cerebral
humano (HBMEC, por las siglas en inglés de Human Brain Microvascular Endothelial Cells).
Esta linea celular fue cedida para su uso en nuestro laboratorio a través de un acuerdo con
el Dr. Kwang Sik Kim (Division of Infectious Diseases, Johns Hopkins University School of
Medicine, Baltimore, MD, U.S.A). Estas células se obtuvieron inicialmente a partir de un
cultivo primario de células endoteliales de microvasculatura cerebral humana, que fue luego

inmortalizado por transfeccion estable con la construccion pSVT, que permite la expresion del



oncogen SV40-large T bajo la regulacion del promotor del virus del sarcoma de Rous (Stins,

Badger, y Sik Kim 2001).

HBMEC es una linea celular que expresa proteinas especificas de células que forman la BHE,
como VE-cadherina, Zona Occludens-1, Claudina-5, proteinas de adhesion celular e incluso
presenta glicoconjugados de superficie especificos de cultivo primario células endoteliales de
microvasculatura cerebral (Stins, Badger, y Sik Kim 2001). A su vez, ha sido reportada su
capacidad de formar una monocapa in vitro con altos valores de resistencia eléctrica y baja
permeabilidad al transporte paracelular (Eigenmann et al. 2013). Por ello, estas células han
sido utilizadas en numerosos estudios como modelo de la BHE (Li, Bruno, y Kim 2021,

Miraglia et al. 2018; Eigenmann et al. 2013; Siddharthan et al. 2007; Stins et al. 2003).

Mantenimiento de la linea celular

Para el mantenimiento de la linea celular se empleé medio de cultivo RMPI 1640 (Gibco)
suplementado con Nu Serum (Corning) 10 %, Suero Fetal Bovino (SFB) (Gibco) 10 %,
piruvato 0.055 mg/mL, penicilina 100 pg/ml, estreptomicina pg/ml, glutamina 2 mM, MEM
vitamin solution (Sigma) 1%, MEM Non-Essential Amino Acids Solution 1%. La linea de
células endoteliales HBMEC se mantuvo en una atmésfera humeda a 37°C, 5% CO:zy 95%
aire, en medio HBMEC en botella T75. El medio se cambié regularmente cada 2- 3 dias.
Cuando el cultivo logré una confluencia igual o superior al 80%, se levantaron las células
mediante un breve tratamiento con tripsina (0.05 % en proporcion 50:50 medio Versene y
medio Earle, 2 min a 37°C) seguido de inactivacion con medio RPMI + SFB 10%, para su

resembrado a menor concentracion.

Péptidos AB 1-40

Los péptidos AR 1-40 (Sigma) se almacenaron en una concentracion de 50 yM en DMSO.
Para obtener péptidos fibrilados de cada especie se ha procedido segun las condiciones
Optimas de fibrilacion reportada por otros autores, que favorece la formacién de fibrillas
insolubles de AB (Paranjape et al. 2012). Brevemente, los mismos fueron incubados a una
concentracion final de 5 yM en agua estéril durante 72 hs a 37°C en atmoésfera himeda con

5% de COz2, y luego disueltos en el medio de mantenimiento hasta la concentracion final de
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trabajo. Este procedimiento se realizo antes de exponer las células HBMEC para todos los

experimentos in vitro que se muestran en esta tesis.

Galectina-1 recombinante

La Gall recombinante se produjo y purific6 como se ha descrito previamente (Barrionuevo et
al. 2007). En resumen, se transformaron células E. coli BL21 (DE3) con pladsmidos de
expresion construidos mediante sistemas de expresion pET (Novagen) y se indujo la
producciéon de Gall recombinante mediante la adicién de 1 mM de isopropil--D-tiogalactédsido.
Se obtuvieron fracciones solubles para su posterior purificacibn mediante cromatografia de
afinidad en una columna de lactosil-Sefarosa (Sigma-Aldrich). La contaminacion potencial por
LPS se eliminé cuidadosamente mediante Detoxi-Gel (Pierce) y se analiz6 con un Gel Clot

Limulus Test (<0,5 IU/mg; Associates of Cape Cod, Falmouth, MA, EE.UU.).

Protocolo tratamiento

El mismo protocolo de exposicion y tratamientos de las HBMEC se realizé para todos los
ensayos in vitro. Las células se sembraron en el medio de mantenimiento previamente
descrito hasta que adopten una morfologia segun esperada. Para los ensayos, se cambi6 a
medio fresco adicionado segun el grupo experimental correspondiente. Las HBMEC
recibieron: medio de mantenimiento fresco sin otro estimulo (grupo control), con AB1-40 0.1
MM (grupo AB1-40), Gall 15 ug/ml (grupo Gall) o ambos AB1-40 0.1 uM y Gall 15 ug/ml
(grupo AB+Gall) durante 24 horas (Figura 40)

Tratamientos HBMEC
Vehiculo AB 1-40 Gal1 AB 1-40 + Gal1
AB 1-40
0.1 pm x V x V
Gal115
pg/mi b4 b 4 v v

Figura 40. Tratamientos que recibieron las células HBMEC de los distintos grupos experimentales.



MTT

Este ensayo se basa en la reduccion metabdlica del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-
2,5-difeniltetrazol (MTT; SCBT, USA) en un compuesto coloreado de color azul (formazan)
realizada por la enzima mitocondrial succinatodeshidrogenasa. La cantidad de células
metabodlicamente activas es proporcional a la cantidad de formazan producido, lo que permite
determinar la actividad mitocondrial de las células tratadas como una medida de viabilidad

celular (Mosmann, 1983)
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Figura 41. Esquema del ensayo de viabilidad celular MTT. 1) Sembrado de HBMEC en placa de 96 pocillos.
2) Exposicion a tratamientos. 3) adicion del reactivo MTT. 4) Se incubd en estufa a 37° 5%C02 durante 2 h.
La reaccidn colorimétrica en la que se basa este ensayo se detalla en 5). 6) Medicién de la absorbancia en

espectrofotémetro.

La Figura 41 muestra un esquema del procedimiento del ensayo. Las células HBMEC se
expusieron a AB 1-40 en un rango de concentraciones de 0.01 a 0.5 pM a dos tiempos, por 6
y 24 h (durante la puesta a punto). Luego se realiz6 el ensayo incubando las células con MTT
0,5 mg/ml durante 30 minutos a 37°C. Luego de 2 h de transcurrida la reaccion, los depésitos

de formazan fueron solubilizados con DMSO y se midi6 la absorbancia a 570 nm mediante
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un espectrofotémetro de placa (MPR A4i). Se repitio el ensayo para HBMEC que recibieron

los tratamientos de AR y/ Gall mencionados anteriormente.

Ensayo de resistencia eléctrica transendotelial (TEER)

La Figura 42 muestra un esquema con los distintos pasos del experimento de barrera in vitro.
Los insertos de los dispositivos transwell utilizados fueron de 0.3 cm?, y el poro de la
membrana de 0.04 uM (Corning). Los dispositivos transwell estériles se colocaron sobre placa
de 24 pocillos y se trataron colocando colageno de cola de rata (extraccion casera) en la cara
superior de la membrana a una concentracion de 5 pug/ml. En el compartimiento inferior se
coloc6 PBS. Se dejé el colageno durante media hora y luego se realizaron tres lavados de la
membrana con PBS, seguido de un lavado con agua que luego se retird y se dejo secar. Se
puso a punto la cantidad de células sembradas y los tiempos necesarios para la formacion de
una monocapa estable y sellada. Finalmente, sembraron 40000 células en 200 pl de medio
HBMEC en el compartimiento superior de cada transwell, para que crezcan sobre la
membrana. Para el seguimiento de la formacion de la monocapa, se monitoreé la resistencia
eléctrica transendotelial empleando el equipo EVOM2 (World Precision Instruments). El
aparato consiste en un electrodo con dos sondas conectado a una fuente. Ambas sondas
cuentan con dos electrodos y se colocan una en cada compartimiento para la medicién de la
resistencia eléctrica (Figura 42, item 2). El EVOM2 produce una corriente alterna desde el
electrodo del compartimiento inferior a través de la membrana. El dispositivo informa la
resistencia entre ambos electrodos. Las mediciones se realizaron cada 48 horas luego de un
cambio del medio de cultivo cada 24 hs. La puesta a punto consistié en el seguimiento de la

resistencia de la monocapa, que llegé a un plateau de resistencia a los 14 dias.
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Figura 42. Esquema del ensayo de transwell con células endoteliales de microvasculatura cerebral humana
HBMEC. El ensayo de transwell permite desarrollar un modelo de barrera hematoencefalica debido a la baja
permeabilidad de la monocapa HBMEC monitoreada mediante la medicion de la resistencia eléctrica
transendotelial (TEER) 1) Las HBMEC se siembran sobre la membrana porosa del inserto transwell, 40000
células por inserto. 2) La formacién de la monocapa se monitorea dia por medio luego de cambiar el medio
de mantenimiento. 3) Se determind lar altamente cerrada a los 14 dias para este tipo celular. 4) Se registré
el TEER para cada transwell antes de recibir uno de los tratamientos especificados. 5) Se midié TEER al

finalizar el experimento.
El calculo de los valores TEER se realizd segun lo publicado anteriormente. Al valor de TEER
obtenido del EVOM (Q.cm?), se le sustrajo el valor de la resistencia de un transwell control
sin células que recibi6 el mismo tratamiento con colageno y luego se aplicé la debida
correccion por superficie. Como criterio de exclusién, aguellas monocapas que presentaban
una variacién mayor al 20% del valor medio de TEER del grupo control, no fueron incluidas

en el experimento.

Para el andlisis de los resultados, se calculdé el cambio de TEER como el valor final de la
monocapa, menos el valor medido antes de recibir los tratamientos. El resultado se expreso

en porcentaje respecto al cambio del grupo control.

Inmunocitoquimica

Las células se sembraron en placas P24, donde previamente se colocaron cubres redondos
de vidrio estériles. El medio se cambi6 segun necesario hasta que las células se adhirieron a
los vidrios y adoptaron morfologia. Luego se procedié a incubarlas segun el grupo
experimental al que pertenecian (Figura 43). Al finalizar los tratamientos, las células se

lavaron con PBS vy se fijaron con paraformaldehido 4% en solucion salina (Sigma) durante 15
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min sobre hielo. Luego, las células recibieron 3 lavados de 5 minutos con PBS vy recibieron
solucién permeabilizadora de Tween 0.2% en PBS durante 30 min a temperatura ambiente.
Posteriormente a otros tres lavados, las células fueron expuestas a una solucién de bloqueo
gue consistia en seroalbimina bovina 1% (Sigma) en PBS-Tween 0.05% durante una noche
a 4°C. Al dia siguiente, las células fueron incubadas con el anticuerpo primario
correspondiente en solucién de bloqueo durante 1 h a temperatura ambiente para ocludina y
NFkB, y una noche a 4°C para las inmunofluorescencias de BIP y XBP1l, a las
concentraciones que se muestran en la Tabla 1. Luego de lavar con PBS (3 veces, 5 minutos),
se incubd con el anticuerpo secundario acoplado al fluoréforo Alexa 555 hecho en conejo
(Invitrogen, 1:1000) en solucién de bloqueo durante dos horas a temperatura ambiente. Se
lavaron los vidrios dos veces y se coloc6 una solucién de DAPI 1/5000 en PBS durante 3
minutos para la tincion de los ndcleos. Finalmente, se lavd dos veces con PBS y se montaron

los cubreobjetos sobre portaobjetos empleando polivinil alcohol con DABCO (Sigma).

@ Sembrado @ Tratamientos (24 h) @ Inmunofluorescencia @ Microcopia confocal
OCLUDINA
BIP
Control | ﬁ?:&
. Gal1 | . — Q\r
AB1-42 | _ﬁ
&=\
AB 1-42 + S
Gal1

Figura 43. Esquema de los pasos para la inmunocitoquimica/inmunofluorescencia en HBMEC. 1) Se
siembran las HBMEC en los pocillos de una placa de 24 donde previamente se colocd un cubre redondo
estéril. Las células crecen adheridas al vidrio. 2) Se colocan los tratamientos indicados a las 24/48 h, cuando
las células estuviesen pegadas y hayan adoptado la morfologia esperada. 3) Luego de la fijacién, se realiza
el protocolo de inmunofluorescencia contra alguna de las proteinas a revelar, segun lo detallado en esta

seccion. 4) Se obtienen fotos de microscopia confocal de los cubres montados sobre portaobjetos.

Anticuerpo 1° Concentracion Origen
Ocludina 1/100 conejo
BIP/GRP78 (Santa Cruz) 1/100 conejo
XBP1 (abcam) 1/750 conejo
NFkB 1/500 conejo




Tabla 1. Anticuerpos primarios empleados en inmunocitoquimica.

Cuantificacion imagenes

Para los distintos experimentos, se tomaron fotos de confocal a un aumento de 60X. Se utilizd
DAPI para visualizar y poner en foco el ndcleo de las células. Se tomaron fotos hasta tener al
menos 40 células de por grupo experimental (entre 2-3 réplicas por cada uno). El analisis de
las imagenes se realizé en el software FIJI ImageJ con un macro de construccion propia.
Todo el andlisis se hizo de manera ciega del grupo experimental al que pertenecian las

células. No se cuantificaron células en proceso de mitosis.

BIP

Tratamiento de las imagenes. El procedimiento consistié en la determinacién del umbral para
determinar el area con marca positiva para BIP mediante un umbral de intensidad. Con ello
se cre6 una mascara guardando cada célula como area de interés. Nuevamente, limitando la
deteccion con un umbral, se determind la intensidad promedio de cada célula para la sefial
positiva de BIP. Este valor, en el programa denominado mean gray value, es el promedio de
intensidad (o densidad éptica) de cada pixel. Los nlcleos no presentaron marca positiva para
BIP en ningun grupo experimental, y por lo tanto no contribuyeron en area ni en intensidad

para la cuantificacién de la inmunorreactividad de BIP/célula.

Translocacién nuclear XBP1 y NFkB

Tratamiento de las imagenes. Brevemente, en el canal correspondiente al nucleo, se tomaba
un umbral de intensidad que delimitaba el nlcleo, se creaba una mascara y se guardaba cada
ndcleo como area de interés por separado. Luego, en la imagen correspondiente a la marca
de XBP1/NFkB, se media la intensidad promedio de la marca, 0 mean grey value. Luego se
repetia el procedimiento para la intensidad de XBP1/NFkB en el citoplasma celular (con la
marca nuclear extraida). Por lo tanto, por cada célula, se obtiene un valor de la intensidad
media de marca del nucleo y del citoplasma. El indice de translocacion nuclear se calculd

como la relacion de estas dos mediciones, para cada célula.
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Real Time PCR

Las células, luego de ser tratadas, se lavaron con PBS y se homogeneizaron en el reactivo
Tranzol (Trangen) o Trizol (Life Technologies-Invitrogen, CA, USA) sobre hielo. EI ARN total
se extrajo como recomienda el fabricante. La concentracion y pureza del ARN se determiné
midiendo la densidad 6ptica a 260 y 280 nm en un Nanodrop 2000 (Thermo Scientific USA).
El ADN copia para amplificar por PCR fue sintetizado a partir de 1 ug de ARN total, usando
la enzima transcriptasa reversa MMLV (MMLV High Performance Reverse Transcriptase
enzyme, Epicentre, USA) por 60 minutos a 37°C en presencia de random primers. Las

secuencias de las sondas de amplificacion utilizadas se muestran en la Tabla 2.

Las muestras se midieron con un sistema de deteccion Bio-Rad CFX (Hercules, CA, EE. UU.)
en una mezcla de reaccion con un volumen final de 15 uL, que contenia 10 yL de SYBR®
Select Master Mix (Thermo Fisher), a excepcion de la mezcla para NLRP3, que contenia 5
ML. Se realizaron tres experimentos independientes con dos o tres réplicas para cada grupo
experimental; en cada experimento, cada reaccion se realizé por duplicado. Se utilizé el gen
GAPDH como gen de referencia o housekeeping dada la regularidad de su expresiéon a lo

largo de las muestras experimentales.

La expresion relativa se calculé mediante el método de Pfaffl para la cuantificacion relativa en
RT-PCR en tiempo real (Pfaffl 2001) y expresado como aumento de veces en relacién con el

grupo de control para cada enfoque correspondiente.

(Eblanco)ﬁmmuﬂm

Ctre[erenciu

E - )
referemncia

Donde E= eficiencia de de los primers para cada gen (blanco o de referencia), calculada a partir
de una curva con distintas concentraciones de ADN copia; y ACt calculado como la diferencia entre
el Ct promedio del grupo control y el valor promedio de los duplicados para cada muestra, para

cada gen correspondiente



La especificidad de la amplificacién por PCR y la ausencia de dimeros fueron verificadas por

el analisis de las curvas de disociacion luego de cada corrida. Los primers se utilizaron en

una concentracion final de 0.35 uM. Se utilizé una dilucion 1:5 de ADNc obtenido para cada

reaccion de amplificacién, excepto para la mediciébn de IL1B que se emple6 a 1:2. Los

protocolos de qPCR fueron optimizados para cada gen con curvas de eficiencia. La siguiente

tabla detalla las secuencias de los primers, la longitud del producto de PCR, la temperatura

de disociacién o melting, los protocolos utilizados y la eficiencia de corrida.

Gen Prim | Secuencia Pb Tm Protocolo E
er (%)
GAPDH | Fw TGCACCACCAACTGCTTAGC 87 60 90°C 10’ - 40x(90°C 107+ | 93
55°C 30"+ 60°C 1’)
Rv GGCATGGACTGTGGTCATGAG
Irela Fw | TCACAAAGTGGAAGTACCCG 99 57 90°C 10’ - 40x(95°C 15"+ | 94
60°C 1)
Rv AGGCATAGAGGCTGGTAG
PERK Fw AGACGATGAGACAGAGTTGCG 156 58 90°C 10’ - 40x(95°C 15"+ | 88
60°C 1’)
Rv TTGCTAAGGCTGGATGACACC
ATF6 Fw TCAAGCACCTGGAGTTCTG 200 57 90°C 10’ - 40x(95°C 15"+ | 85
60°C 1)
Rv GTCTCCTTAGCACAGCAATATC
sXBP1 Fw CTGAGTCCGCAGCAGGTG 221 57 90°C 10’ - 40x(95°C 15"+ | 82
60°C 1’)
Rv GGAGGCTGGTAAGGAACTGG
IL18 Fw GGACAAGCTGAGGAAGATGC 129 58 90°C 10’ - 40x(95°C 15"+ | 81
60°C 1’)
Rv TCGTTATCCCATGTGTCGAA
NLRP3 Fw AAAGGAAGTGGACTGCGAGA 129 62 90°C 10’ - 40x(95°C 15"+ | 93
60°C 1)
Rv TTCAAACGACTCCCTGGAAC
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CHOP |Fw | TTAAGTCTAAGGCACTGAGCGTAT |135 |55 |90°C 10’ - 40x(95°C 15’+ | 82
C 58°C 1)

Rv TGCTTTCAGGTGTGGTGATG

Tabla 2. Detalle de los primers utilizados y los protocolos correspondientes.

Analisis estadistico

Para experimentos in vitro que utilizaron fotos de microscopia confocal para estimar
pardmetros en células individuales, se consideraron 30-40 células por grupo experimental,

pertenecientes a dos réplicas distintas del mismo experimento.

Los datos se expresaron como media +/- el error estandar de la media. Los diferentes analisis
se realizaron a ciegas con respecto a los grupos experimentales. Se evaluaron los supuestos

de normalidad y homogeneidad de varianzas.

Para el caso en el que se grafican y comparan 2 grupos experimentales, se empleé la prueba
de T a una o dos colas, de acuerdo con la hip6tesis previa. Para el caso del Analisis de la
Varianza (una o dos vias, segun correspondia), los grupos experimentales fueron
comparados entre si empleando los siguientes contrastes a posteriori: Comparaciones de
Tukey, cuando se pretende comparar todos los grupos experimentales entre si.
Comparaciones de Dunnett, para evaluar diferencias entre los grupos experimentales
respecto de un grupo considerado control. Este tipo de comparaciones fueron realizadas con

el software Prism 7.

En los casos que se realizaron contrastes ortogonales, se utilizé el software libre Infostat
(Universidad Nacional de Cordoba). Las representaciones gréficas de los resultados aqui
expuestos fueron realizadas con el programa Prism 7. En todos los andlisis estadisticos
utilizados en esta Tesis se considerd una tasa de error Tipo | del 5%. En todos los casos el
namero de réplicas fue estimado a partir de considerar una potencia del 80%. Para el andlisis

histolégico se utilizaron al menos 4 animales por edad y genotipo.



Los andlisis de transcriptémica se realizaron con paquetes de R especificos a tal fin,
adaptandolos a nuestros datos con la ayuda del Lic Joaquin Merlo. El detalle del andlisis se

menciona en la seccién correspondiente dentro de este mismo Capitulo.
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