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RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa que se caracteriza por
deterioro cognitivo progresivo y pérdida sinaptica, siendo esta ultima una alteracién temprana clave
en la patologia. Un modulador de la densidad y funcién sinaptica en el cerebro mamifero son las
dinaminas, éstas son GTPasas capaces de remodelar membranas y citoesqueleto, favoreciendo la
morfogénesis de neuritas y espinas en neuronas del sistema nervioso. En la EA se ha descrito que
las dinaminas disminuyen su expresién, lo que sugiere que la modulacion positiva de su actividad
podria tener efectos protectores contra los signos tempranos de la EA.

El presente estudio evalud el impacto de la administracion intranasal de BIST23, un potenciador de la
actividad de las dinaminas en ratones 3xTg modelo de EA, y controles WT silvestres (wildtype).
Mediante el test de Morris Water Maze (LAM) se evalu6 memoria espacial y mediante el test de
reconocimiento de objetos nuevos (NOR) se analizé memoria de reconocimiento. Ademas, se analizo
la densidad de espinas dendriticas en neuronas hipocampales en rebanadas cerebrales tefiidas con
Golgi-Cox.

Los resultados conductuales mostraron que los animales 3xTg presentaron déficits en tareas de
memoria espacial y reconocimiento, en comparacion con los grupos WT. Si bien el tratamiento con
BIST23 no logré prevenir de manera significativa estos déficits, se observé una tendencia a un
aumento en el rendimiento del grupo 3xTg tratado con BIST23. A nivel sinaptico, se observé una
disminucion significativa en la densidad de espinas dendriticas en los animales 3xTg tratados con
VEH, reflejando una pérdida sinaptica asociada a la progresion de la EA. En los animales 3xTg
tratados con BIST23 se previno este efecto.

En conjunto, estos resultados sugieren que BIST23 podria modular positivamente la estructura
sinaptica en condiciones neurodegenerativas y representar una estrategia terapéutica potencial para
la EA. La via intranasal demostré ser eficiente para la administracién del compuesto. En el futuro se

requeriran mas estudios para confirmar su eficacia funcional y explorar mecanismos implicados.



Effect of Intranasal Administration of BIST23, a Dynamin Enhancer, on Cognitive Function and
Dendritic Spine Density in Hippocampal Neurons of 3xTg Mice, a Murine Model of Alzheimer’s
Disease.

Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disorder characterized by progressive cognitive
decline and synaptic loss, the latter being a key early alteration in its pathology. A modulator of
synaptic density and function in the mammalian brain is dynamins, which are GTPases capable of
remodeling membranes and the cytoskeleton, thereby promoting neurite and spine morphogenesis in
neurons of the nervous system. In AD, dynamins have been reported to show reduced expression,
suggesting that positively modulating their activity could have beneficial effects on the early signs of
the disease.

The present study evaluated the impact of intranasal administration of BIST23, a dynamin activity
enhancer, in 3xTg mice, a model of AD, and in wild-type (WT) control mice. Spatial memory was
assessed using the Morris Water Maze (MWM) test, and recognition memory was analyzed through
the Novel Object Recognition (NOR) test. Additionally, the dendritic spine density in hippocampal
neurons was analyzed in brain slices stained with Golgi-Cox.

Behavioral results showed that 3xTg mice exhibited defects in both spatial and recognition memory
tasks compared to WT groups. Although BIST23 treatment did not significantly prevent these deficits,
there was a trend toward improving the performance in the 3xTg group treated with BIST23. At the
synaptic level, a significant decrease in dendritic spine density was observed in 3xTg animals treated
with VEH, reflecting synaptic loss associated with AD progression. Remarkably, in 3xTg mice treated
with BIST23, this loss of synaptic density was prevented.

Taken together, these findings suggest that BIST23 may positively modulate synaptic structure under
neurodegenerative conditions and represent a potential therapeutic strategy for AD. The intranasal
route proved to be efficient for compound administration. Further studies will be required to confirm its

functional efficacy and explore the underlying mechanisms.



GLOSARIO

e Amiloidosis: es causada por la acumulacién de péptido beta amiloide (AB) en el cerebro, lo
que provoca toxicidad neuronal en el sistema nervioso central (SNC). Las anomalias
extracelulares de los niveles de AP en el cerebro pueden conducir a la acumulacion de AR y
formar oligomeros que se recombinan en fibrillas formando placas amiloides (Ma et al., 2022).

e BIST23: es una tirosina dimérica que promueve la oligomerizacién de dinamina dependiente
de la actina y, por lo tanto, aumenta la polimerizacion de actina (Schiffer et al., 2015).

e Citoesqueleto neuronal: es una red de proteinas estructurales, que comprende tres
complejos distintos que interactian y tienen propiedades muy diferentes: microtubulos (MT),
neurofilamentos (NF) y microfilamentos (MF). Cada uno tiene una composicion, estructura y
organizaciéon caracteristicas que pueden especializarse aun mas en un tipo de célula o
dominio subcelular particular (Kirkpatrick & Brady, 1999).

e Dinaminas: son GTPasas grandes (100 kDa) y actian como mecano-enzimas moduladoras
del citoesqueleto de actina y microtubulos. Forman un anillo helicoidal en los sitios de
invaginacion de la membrana aumentando su actividad GTPasa, lo que posteriormente ayuda
a la liberacion de la carga encapsulada al interior de la célula, un paso critico en la endocitosis
(Arriagada-Diaz et al., 2020; Gundu et al., 2022).

¢ Enfermedad de Alzheimer: es una de las principales causas de demencia, es un trastorno
neurodegenerativo progresivo. La demencia incluye pérdida de memoria y dificultades con el
pensamiento, el lenguaje y las habilidades para resolver problemas (Khan et al., 2020).

e Espinas dendriticas: son diminutas protuberancias que emergen de las neuritas en neuronas
excitatorias del sistema nervioso central, reciben informacion sinaptica y compartimentan las
respuestas postsinapticas. Heterogéneas en tamano y forma, y modificables por la actividad y
la experiencia, se ha considerado durante mucho tiempo que las espinas dendriticas

proporcionan una base morfoldgica para la plasticidad sinaptica (Hering & Sheng, 2001).



Plasticidad sinaptica: la capacidad de la actividad neuronal generada por una experiencia
para modificar la funcién del circuito neuronal y, por lo tanto, modificar los pensamientos,
sentimientos y comportamientos subsiguientes (Citri & Malenka, 2008).

Polimorfismo genético: es una variante genética en la secuencia del ADN entre individuos
de la misma especie y que se encuentra con una frecuencia superior al 1%. Un polimorfismo
puede no tener ningun efecto por localizarse en una region no codificante del ADN, pero si se
encuentra en una regidn codificante puede tener consecuencias en el fenotipo (Eugenomic,
2020).

Taupatias: son enfermedades neurodegenerativas, clinica, bioquimica y morfolégicamente
heterogéneas, caracterizadas por el depésito de tau (unidad asociada a la tubulina) anormal,
también llamada proteina tau asociada a los microtubulos (MAPT), en el cerebro (Kovacs,

2017).



ABREVIACIONES
e APP: Proteina precursora AB.
e ApoE: Apolipoproteina E.
e BACE-1: B-secretasa.
e BHE: Barrera hematoencefalica.
e CICUAL: Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la
Universidad de Valparaiso.
e CRHUV: Clinica de Reproduccién Humana de la Universidad de Valparaiso.
e Dyn-2: Dinamina-2.
e EA: Enfermedad de Alzheimer.
e EOFAD: Enfermedad de Alzheimer de inicio temprano.
e GED: dominio efector de la actividad GTPasa.
e |P: intraperitoneal.
e LAFINEM: Laboratorio de Fisiopatologia Neuromuscular de la Universidad de Valparaiso.
e LAM: Laberinto acuatico de Morris.
e | OAD: Enfermedad de Alzheimer esporadica de inicio tardio.
e MF: microfilamentos.
e MT: microtubulos.
e NF: neurofilamentos.
e NFTs: Ovillos neurofibrilares.
e NOR: Prueba de reconocimiento de objetos nuevos.
e OFT: Prueba de campo abierto.
e OMS: Organizaciéon Mundial de la Salud.
e ON: objeto nuevo.

e PH: Dominio de homologia de pleckstrina.



PHF: Filamentos helicoidales apareados.
PSEN1: Presenilina 1.

PSEN2: Presenilina 2.

SEM: error estandar de la media.

SNC: sistema nervioso central.

WT: Silvestre (Wild-type).
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1. INTRODUCCION

1.1 Enfermedad de Alzheimer en la actualidad.

El envejecimiento global de la poblacion, el aumento en la longevidad y en la esperanza de vida han
llevado a un crecimiento sostenido de la prevalencia de enfermedades crénicas y a una mayor
acumulacion de problemas de salud en etapas mas avanzadas de la vida. Dentro de las
enfermedades crénicas mas prevalentes se encuentran los trastornos neurodegenerativos como la
enfermedad de Alzheimer (EA) (Garre-Olmo, 2018).

Las enfermedades neurodegenerativas son un grupo heterogéneo de enfermedades que se
caracterizan por una disminucién gradual, progresiva y selectiva de las funciones del sistema nervioso
(Alarcén-Aguilar et al., 2019).

Segun la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) actualmente mas de 55 millones de personas
padecen de algun tipo de demencia, siendo la EA la forma mas comun, abarcando entre el 60y 80%
de los casos (Alzheimer’s Association, 2024). En Chile, la prevalencia de las demencias tipo
Alzheimer alcanza una tasa del 3,97, es decir, que aproximadamente 4 de cada 1000 habitantes
padecen EA segun el Instituto Nacional de Estadisticas (INE, 2024).

1.2 Factores de riesqo asociados a la EA.

Entre los factores que aumentan el riesgo de sufrir algun tipo de demencia destacan: la edad
avanzada, hipertensién arterial, trastornos metabdlicos (diabetes, exceso de peso u obesidad),
tabaquismo, consumo excesivo de alcohol, inactividad fisica, aislamiento social y/o depresion, entre
otros (World Health Organization, 2023).

Después de la edad avanzada, los antecedentes familiares son el segundo factor de riesgo mas
importante para el Alzheimer (Tanzi, 2012). La EA se considera una enfermedad genéticamente
dicotobmica que se presenta en dos formas: casos familiares de inicio temprano (EOFAD)
generalmente caracterizados por herencia mendeliana (transmisién autosémica dominante), y la EA
esporadica de inicio tardio (LOAD), que se define como una enfermedad multifactorial para la cual no
existen causales genéticas asociadas (Bertram & Tanzi, 2005).

La EOFAD se presenta con edades de inicio menores de 65 afios, y es causada por mas de 160
mutaciones en 3 genes que incluyen: la proteina precursora amiloide (APP), presenilina 1 (PSEN1) y
presenilina 2 (PSEN2). ElI gen que muta con mayor frecuencia, PSEN1, es responsable de la mayoria
de los casos de EA que aparecen antes de los 50 afios (Qin et al., 2020). Si bien, estas mutaciones
que causan EA se producen en 3 genes diferentes, todas comparten una ruta bioquimica comun: la
produccion alterada de péptido amiloide B (AB) que conduce a una sobreabundancia relativa de las
formas neurotéxicas de AB (42 residuos), lo que finalmente resulta en muerte neuronal y demencia
(Bertram & Tanzi, 2005).

Por otra parte, la LOAD que comienza a los 65 afios 0 mas, representa la gran mayoria de los casos
de EA, y esta asociada con polimorfismos genéticos que parecen operar como factores de riesgo y/o
modificadores genéticos. Dentro de los modificadores genéticos, se ha establecido como factor de
riesgo polimorfismos en el alelo €4 del gen de la apolipoproteina E (ApoE) (Bertram & Tanzi, 2005). El
gen ApoE, ubicado en el cromosoma 19, esta involucrado en la producciéon de una proteina que
ayuda a transportar colesterol y otros tipos de lipidos en el torrente sanguineo (National Institute on
Aging, 2024). Se trata de un gen polimérfico con tres alelos conocidos: €2 , €3 y €4 , los cuales se
heredan de manera codominante.
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Cada alelo codifica para una proteina: (1) ApoE €2, que puede proporcionar cierta proteccion contra la
enfermedad; (2) ApoE €3, el alelo mas comun, se cree que tiene un efecto neutro sin influir sobre el
riesgo de padecer EA; y (3) ApoE €4 que aumenta el riesgo y se asocia con una aparicion mas
temprana de la enfermedad en ciertas poblaciones (Martinez et al., 2022). Aunque se ha confirmado
que ApoE ¢4 es un factor de riesgo para la EA, ésta solo esta presente en el 20-30% de la poblacién
general, esto significa que el riesgo puede variar entre personas de distinta ascendencia (National
Institute on Aging, 2024).

Otro punto importante de considerar es que, junto con el gen ApoE, en el cromosoma 19 también esta
ubicado el gen DNM2 que codifica para la proteina dinamina 2, la cual esta implicada en el
remodelamiento de membranas y del citoesqueleto, controlando procesos celulares como la
endocitosis, exocitosis y polimerizacion de actina y tubulina (Arriagada-Diaz et al., 2020).
Interesantemente, se han identificado polimorfismos de nucleétido unico en el gen DNM2 en
pacientes con EA que afectan la funcion de dinamina 2 (Aidaralieva et al., 2008), lo que sugiere que
alteraciones en DNM2 podrian contribuir a los factores de riesgo implicados en la EA.

1.3 Neuropatologia de la EA

La enfermedad de Alzheimer se caracteriza por cambios neuropatolégicos degenerativos progresivos,
con un deterioro global asociado al funcionamiento cognitivo y la personalidad. La secuencia
patolégica comienza mayoritariamente en las estructuras del I6bulo temporal medial, involucrado en la
consolidacién de la memoria y luego progresa a las areas frontal, temporal y parietal, con
preservacion relativa de las regiones motoras, corticales sensoriales y subcorticales (Cabrera et al.,
2014). La neuropatologia de la EA es muy compleja y aun no estan totalmente esclarecidos todos los
mecanismos patolégicos involucrados, aunque existen diversas hipotesis que intentan explicar estos
procesos.

1.3.1 Acumulacion amiloide como mecanismo patologico en la EA
Esta hipétesis sostiene que la formacion de placas amiloides en la EA se debe a la sobreproduccion

de formas insolubles del péptido AR (Breijyeh & Karaman, 2020). La patogénesis comienza con un
procesamiento alterado de la APP, que normalmente se escinde por la accion de las a-secretasas
para producir péptidos no amiloidogénicos. Sin embargo, existe otra ruta a través de las -secretasas
(BACE-1) y y-secretasas, se producen formas amiloides insolubles del AB, altamente neurotdxicas.
Las enzimas PSEN1 y PSEN2 son parte del complejo y-secretasa encargado del procesamiento de la
APP, y tal cédmo se mencioné anteriormente, mutaciones en PSEN1 se asocian con una aparicion
temprana de la EA y un aumento de AR neurotéxico (Lépez, 2001).

El AB tiene propiedades bioquimicas que favorecen su agregacién en oligdbmeros insolubles y
protofibrillas, que a su vez forman placas amiloides. Estos procesos, junto con una eliminacién
insuficiente de AB del cerebro, conducen a la acumulacién extracelular de AB y la posterior activacion
de cascadas neurotoxicas que finalmente provocan cambios citoesqueléticos, disfuncion neuronal y
muerte celular (De-Paula et al., 2012) (Figura N°1).

La inflamaciéon es un efecto secundario importante de los depdsitos de AR, caracterizado por la
activacion de células gliales y la produccién de mediadores inflamatorios que inducen neurotoxicidad,
incluyendo especies reactivas de oxigeno y 6xido nitrico (Cabrera et al., 2014). Ademas, el Ap puede
alterar la funcion de varios receptores neuronales, como los involucrados en la transmision colinérgica
y los receptores de glutamato NMDA y AMPA, afectando la plasticidad sinaptica excitatoria (Carvajal,
2016; Overk & Masliah, 2014).
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Diversos estudios sugieren que los agregados insolubles del péptido AR parecen activar a quinasas
encargadas de fosforilar a la proteina de asociacién a microtubulos Tau, tales como GSK3[, CDKS5,
FAK1 y Fyn quinasa (Overk & Masliah, 2014), lo que favoreceria la hiperfosforilacion y agregacién de
Tau (Figura N°1).

1.3.2 Hiperfosforilacion de Tau
Los ovillos neurofibrilares (NFTs del inglés neurofibrillary tangles) son filamentos anormales de la

proteina de asociacion a microtubulos Tau hiperfosforilada, algunas etapas puede enrollarse entre si
para formar filamentos helicoidales (PHF) y acumularse en el citoplasma neuronal, los axones y las
dendritas neuronales, lo que provoca una pérdida de microtubulos citoesqueléticos y proteinas
asociadas a la tubulina en las neuronas, conduciendo a la neurodegeneracion tipica de la EA
(Breijyeh & Karaman, 2020).

La proteina Tau hiperfosforilada es el principal constituyente de los NFTs en el cerebro de pacientes
con EA, y su evolucion puede reflejar las etapas morfolégicas de los NFTs, que incluyen: (1) antes de
enrollarse, donde las proteinas Tau fosforiladas se acumulan en el compartimento somatodendritico
sin la formacion de PHF, (2) NFT maduros, que se caracterizan por la agregacion de filamentos de
proteina Tau con el desplazamiento del nucleo a la parte periférica del soma, y (3) los ovillos
extracelulares, que resultan de una pérdida neuronal debido a grandes cantidades de proteina Tau
filamentosa con resistencia parcial a la protedlisis (Breijyeh & Karaman, 2020).

La desestabilizacién de microtubulos y del citoesqueleto de actina en las neuronas en el contexto de
la EA, parece ser un mecanismo patolégico en etapas tempranas de la patologia que afecta la
estructura y funcién sinaptica, conduciendo a la pérdida de sinapsis funcionales en la EA (Dorostark
et al., 2015; Pelucchi et al., 2020).

1.4 Citoesqueleto neuronal y su rol en la pérdida de sinapsis funcionales en la EA
El citoesqueleto neuronal estd compuesto de microtubulos (MT), flamentos de actina y filamentos

intermedios (Kevenaar & Hoogenraad, 2015). Los filamentos de actina, son particularmente
relevantes para el recambio dinamico de estructuras sinapticas clave como las espinas dendriticas y
terminales axonales, los cuales constituyen los principales sitios de contacto sinaptico en los cerebros
de las especies mamiferas (Pelucchi et al., 2020). Las espinas dendriticas son pequefias
protuberancias ricas en actina filamentosa (F-actina) en la superficie de las dendritas neuronales,
cuya plasticidad morfolégica y molecular desempefia un papel clave en los mecanismos que
determinan funciones cerebrales superiores como el aprendizaje y la memoria. Tanto la forma como la
funcién de las espinas dependen criticamente del citoesqueleto de actina (Dent et al., 2011).

Cambios en el numero y tamafio de espinas dendriticas se asocian con cambios en la “eficiencia” de
la transmisién sinaptica, fendmeno conocido como plasticidad sinaptica y neuronal. La plasticidad
sinaptica se refiere especificamente a la modificacion dependiente de la actividad de la fuerza o
eficacia de la transmision sinaptica, y se ha propuesto que desempefia un papel central en la
capacidad del cerebro para incorporar experiencias transitorias en rastros persistentes de memoria
(Citri & Malenka, 2008).

Los mediadores moleculares que regulan la polimerizacion, despolimerizacion y estabilizaciéon de
F-actina son, por lo tanto, actores relevantes para facilitar los procesos de ensamblaje,
desensamblaje y reorganizacion del citoesqueleto, que son criticos para la plasticidad sinaptica y
neuronal (Stefen et al., 2016). Sin embargo, las senales que limitan la plasticidad sinaptica también
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afectan al citoesqueleto (Gordon-Weeks & Fournier, 2014), disminuyendo la densidad y el tamafo de
espinas dendriticas, causando pérdida de sinapsis funcionales (Breijyeh y Karaman, 2020;
Lamprecht, 2021) y finalmente afectando la conectividad y funcién neuronal, lo que contribuye a la
neurodegeneracion en la EA (Stefen et al., 2016).

Hasta la fecha no existen terapias farmacolégicas dirigidas a modular el citoesqueleto y la pérdida de
las sinapsis en la EA (ver Tabla en Anexo N°1 que resume la Farmacologia actualmente aprobada
por la FDA para el manejo de la EA en humanos). Con esto en mente, la presente Unidad de
Investigacion se centré en evaluar un posible mecanismo de regulacién que involucre a las
dinaminas como proteinas moduladoras del citoesqueleto y de la morfogénesis de espinas
dendriticas (Arriagada-Diaz, 2023).

1.5 Las dinaminas en el contexto de la EA.

Las dinaminas son una superfamilia de proteinas con actividad enzimatica de tipo GTPasas, cuya
principal funciéon es el remodelamiento de membranas en diversos procesos celulares tales como
endocitosis y exocitosis, pero también se destaca su rol regulador del citoesqueleto al interactuar con
filamentos de actina y microtiubulos (Menon & Schafer, 2013; Arriagada-Diaz et al., 2020).

La superfamilia de las dinaminas se clasifica en dinaminas clasicas (dinamina-1, dinamina-2 vy
dinamina-3) y en proteinas tipo dinamina, dentro de las que destacan las DRPs, importantes
mediadores de la fusion/fision mitocondrial (Arriagada-Diaz et al., 2020). Las distintas isoformas de
dinaminas poseen una estructura primaria comun compuesta por cinco dominios estructurales: un
dominio GTPasa catalitico amino terminal, un dominio medio necesario para su oligomerizacion, un
dominio de homologia a pleckstrina (PH) que le permite asociarse a lipidos de membrana, un dominio
efector de la actividad GTPasa (GED) y un dominio rico en prolinas y argininas que le permite
interactuar con distintos “socios” moleculares (Gonzalez-Jamett et al., 2014; Arriagada-Diaz et al.,
2020).

Hasta la fecha se ha descrito que las tres isoformas de dinamina clasicas, codificadas por tres genes
distintos DNM1 , DNM2 y DNMS3, respectivamente, se expresan ampliamente en los tejidos de
mamiferos (Cao et al.,, 1998; Laiman et al., 2023). Particularmente en el sistema nervioso, a nivel
sinaptico, las dinaminas clasicas juegan papeles relevantes: las dinaminas 1, 2, y 3 (Dyn-1, Dyn-2,
Dyn-3) participan en el reciclaje endocitico de las vesiculas sinapticas a nivel presinaptico; mientras
que la Dyn-2 participa en la insercidon y la Dyn-3 en la remocion de receptores postsinapticos,
modulando de este modo la eficiencia en la neurotransmision (Gonzalez-Jamett et al., 2013;
Arriagada-Diaz et al., 2020).

Recientemente se ha demostrado que polimorfismos en Dyn-2, que afectan la funcion de esta
isoforma de dinamina y que causan un desorden neurolégico periférico denominado miopatia
centronuclear, también inducen alteraciones a nivel del sistema nervioso central. En este contexto, la
pérdida de funcion de Dyn-2 afecta la morfologia neuronal, disminuye la densidad de espinas
dendriticas, perturba la transmisidn sinaptica excitatoria y disminuye la adquisicion de memoria de
reconocimiento en un modelo murino de la enfermedad (Arriagada-Diaz et al., 2023). Estos
antecedentes sugieren que las dinaminas en general, y Dyn-2 en particular, juegan un rol clave en los
mecanismos moleculares y celulares que determinan procesos cognitivos en el cerebro de los
mamiferos.

Interesantemente, se ha demostrado que la exposicién de neuronas hipocampales sometidas a dosis
elevadas de oligobmeros del péptido AB soluble conlleva a la activacion de la proteasa Ca?



16

dependiente calpaina, la cual degrada a las dinaminas (Kelly et al., 2005). Ademas, se ha
demostrado que en cerebros postmortem y en muestras de sangre de personas que padecian EA, los
niveles de expresion de Dyn2 y su funcidn se ven significativamente disminuidos en comparacion a
las demas isoformas (Aidaralieva et al., 2008; Kamagata et al., 2009). Por ende, es factible suponer
que defectos en la expresion y/o en la funciéon de Dyn2 pueden contribuir a los mecanismos
patolégicos de la EA. De ser asi, es posible que al modular su expresion y/o actividad catalitica sea
posible promover el remodelamiento del citoesqueleto neuronal favoreciendo la formacién de espinas
dendriticas, previniendo la pérdida de sinapsis y consecuentemente previniendo, o retardando el
desarrollo de la EA.

B-secretasa y-secretasa

(BACE-1) /

3 TAU

Alteracién en las proteinas del
citoesqueleto (Tau, tubulinas,

/ neurofilamentos).

GSK3B,
Monémeros —_ .. — CDKS, FAK1y l‘ T

Fyn quinasa \ Alteracion en sinapsis

neuronal
Oligémeros
ApoE l
Presenilina-1 ) i

Fibrillas amiloides

Figura N°1: Diagrama esquematico que representa el procesamiento de APP, la formacion de oligbmeros AB y su
interaccion con Tau en los mecanismos de pérdida de sinapsis neuronales. A la izquierda, se muestra como la APP es
escindida por (B-secretasas (BACE-1) y y-secretasas. Los monémeros formados pueden formar oligdmeros A3 que pueden
ser eliminados por ApoE y Presenilina-1. Tanto los monémeros como los oligbmeros progresan a la formacién de fibrillas y
placas amiloides, mientras que los oligbmeros interactian con receptores de superficie que a su vez activan diferentes
quinasas que promueven la hiperfosforilacién de la proteina Tau. Esto Gltimo conlleva a la desestabilizacién de microtubulos,
pérdida del transporte axonal y neurodegeneracion. Figura elaborada con plataforma Biorender.

1.6 BIST2 f rel inamin

Una alternativa farmacolégica, capaz de potenciar la oligomerizacion y la actividad GTP-asa de las
dinaminas es la droga BIST23 (Abcam, s.f.). Esta es una molécula sintética, comercializada como un
activador de las dinaminas, que favorece su oligomerizacion, aumentando en varias veces su
actividad GTP-asa basal (McCluskey et al., 2004). BIST23 es un analogo sintético de las tirfostinas,
una amida asimétrica, cuya estructura se esquematiza en la Figura N°2.
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Figura N°2: Estructura quimica de BIST23. Imagen adaptada de Chem-Impex International. (s.f).
2-[(2,4-Dinitrophenyl)aminojethyl ~ 4-(phenylamino)butanoate. ~ Recuperado el 18 de julio de 2025, de
hitps.//www.chemimpex.com, I

Si bien BIST23 no ha sido utilizada en contextos neurolégicos, ha demostrado tener efectos positivos
en otros contextos patolégicos en los que se afecta la polimerizacién del citoesqueleto de actina
(Schiffer et al., 2015).

Datos obtenidos preliminarmente en el Laboratorio de Fisiopatologia Neuromuscular de la
Universidad de Valparaiso (LAFINEM) muestran efectos positivos del BIST23 administrado via
intraperitoneal (IP) en ratones doble transgénico APP/PS1, modelo de EA (ver Anexo N°2). La
cavidad peritoneal es un espacio cerrado dentro del abdomen que contiene los 6rganos abdominales,
esta revestida por la membrana serosa mas extensa del cuerpo y esta llena de una fina pelicula de
liquido compuesta de agua, electrolitos, proteinas, células y otras sustancias. Una de las principales
desventajas de esta via para la administracién de intervenciones farmacolégicas es que se usa
minimamente en la clinica (Wang et al., 2019) debido a que, para llegar al compartimento vascular
después de la administracion IP, un compuesto debe atravesar diferentes estructuras dentro y
alrededor de la cavidad peritoneal, incluido el liquido peritoneal, el mesotelio, el submesotelio y la
pared de los vasos sanguineos para posteriormente pasar a circulacion sistémica (Al Shoyaib et al.,
2019).

Una ruta alternativa para la administracion de farmacos hacia el sistema nervioso central es la
intranasal (Figura N°3), esta constituye una forma mas directa de administrar farmacos al cerebro,
utilizando el epitelio olfatorio (Al Shoyaib et al., 2019). Este epitelio, situado en la parte superior de las
fosas nasales, es el principal sitio de absorcion de farmacos que van del tracto nasal al cerebro. Una
vez que el farmaco atraviesa el epitelio olfatorio, se transporta a lo largo del nervio olfatorio hacia el
cerebro (Trevino et al., 2020; Wang et al., 2019).

Los farmacos destinados al cerebro por la via intranasal tienen numerosas ventajas ademas de
superar las barreras bioldgicas (BHE, metabolismo de primer paso y degradacion intestinal), rapida
absorcion del farmaco y biodisponibilidad mejorada (especialmente para farmacos lipofilicos) (Emad
et al., 2021).


https://www.chemimpex.com/es/products/38306
https://www.chemimpex.com/es/products/38306
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Figura N°3: Modelo representativo de las vias de administracion de BIST23 a un modelo murino. (A) Via de
administracion intraperitoneal (IP). (B) Via de administracion intranasal. Figura elaborada con plataforma Biorender.

En base a los antecedentes presentados, la presente unidad de investigacion abordo la siguiente
hipotesis experimental:

2. HIPOTESIS

“La administraciéon por via intranasal de BIST23 previene la pérdida de espinas dendriticas y
los defectos cognitivos en el contexto de la enfermedad de Alzheimer”.

Para abordar esta hipétesis se utilizd como modelo experimental de EA los ratones triple transgénico
3xTg. Estos ratones expresan tres mutaciones humanas que causan EA familiar en los genes PS1,
APP y TAU (Oddo et al., 2003). Especificamente expresan las mutaciones M146V en el gen PS1,
Swe en el gen APP y la mutacién P301L en el gen TAU (Oddo et al., 2003).

Los ratones 3xTg desarrollan signos histopatoldgicos vy fisiopatolégicos de la EA de forma progresiva,
incluida la formacién de placas amiloides y ovillos neurofibrilares en la zona del hipocampo, amigdala
y corteza cerebral. Ademas, a los 6 meses presentan una disminucion significativa de plasticidad
sinaptica (Oddo et al., 2003).

Neuronas hipocampales cultivadas desde ratones 3xtg muestran ademas una pérdida significativa de
la densidad y morfologia sinaptica (Oddo et al., 2003).
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3. OBJETIVOS
Se plantearon los siguientes objetivos para el abordaje de la hipotesis:

3.1 Objetivo general: Evaluar el efecto de la administracion intranasal de BIST23 en la densidad de
espinas dendriticas y deterioro cognitivo en ratones 3xTg, modelo murino de la enfermedad de
Alzheimer.

3.2 Objetivos especificos:

OBJETIVO ESPECIFICO 1: Estimar el efecto de la administracién intranasal de BIST23 en la
memoria espacial y memoria de reconocimiento en ratones 3xTg, modelo murino de la enfermedad de
Alzheimer.

OBJETIVO ESPECIFICO 2: Estimar el efecto de la administracién intranasal de BIST23 en la
densidad de espinas dendriticas en neuronas hipocampales de tejido cerebral de ratones 3xTg,
modelo murino de la enfermedad de Alzheimer.
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4. DISENO EXPERIMENTAL Y METODOLOGIA
Para abordar los dos objetivos especificos de esta Unidad de Investigacion, se realizaron los
siguientes procesos metodoldgicos:

4.1 Tipo de disefio
El disefio utilizado fue de tipo experimental, analitico y prospectivo.
e Experimental, ya que el investigador, ejercié el control de las variables con una metodologia
cuantitativa, en este caso con el uso de tratamiento farmacoldgico.
e Analitico, ya que busco establecer relaciones de causa y efecto entre variables, es decir,
determinar si una exposicién causa un efecto en una variable de resultado.
e Prospectivo, ya que el inicio de la investigaciéon fue anterior a los hechos estudiados y los
datos se recogieron a medida que sucedieron.

4.2 Descripcion de la poblacién de estudio

En este estudio se utilizaron dos cepas de ratones: el raton transgénico 3xTg, modelo murino de la
EA y el ratén de camada silvestre (WT) de la cepa C57BL/6, machos de 6 meses, edad a la que la
amiloidosis y taupatia ya estan asentadas en los ratones 3xTg (Oddo et al., 2003).

Existié6 una estandarizacion de las condiciones macro y microambientales necesarias para lograr un
manejo adecuado del entorno, alojamiento y cuidado de los animales de estudio. Lo anterior estuvo a
cargo del personal técnico del Bioterio Institucional de la Facultad de Medicina de la Universidad de
Valparaiso. Esto permitié que los animales mantuvieran una buena salud, asegurando que su
fisiologia y comportamiento fueran normales y estables.

Todos los protocolos utilizados fueron revisados y aprobados por el Comité Institucional para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Universidad de Valparaiso, en el marco
del Proyecto Fondecyt Regular 1231511 de la Dra. Arlek Gonzalez-Jamett (ver Anexo N°3).

4.3 Muestreo y tamaino muestral
El tipo de muestreo utilizado fue intencionado, debido a que se seleccion6é un grupo de animales

determinado de cada cepa, con las caracteristicas de interés para esta investigacion.

El tamafio muestral (n=12), tres animales por cada una de las cuatro condiciones experimentales, se
estimé considerando utilizar el menor niumero de animales necesarios para obtener resultados
estadisticamente significativos. Por otro lado, se utilizaron los mismos animales para la realizacién de
diferentes tipos de evaluacién experimental.

4.4 Variables
e De exposicion:
> Presencia /ausencia de tratamiento con BIST23.
e De resultado:
> Densidad de espinas dendriticas (N° de espinas/10 um de eje dendritico, Figura N°10).
> Funcion cognitiva:
- Distancia total recorrida (centimetros).
- Indice de reconocimiento (segundos) y el indice de preferencia (%) de objetos
nuevos en la prueba de reconocimiento de objetos nuevos (NOR).
- Tiempo en el cuadrante de la plataforma y tiempo de latencia para llegar a la
plataforma (segundos) en la prueba de Laberinto acuatico de Morris (LAM).
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4.5 Tratamiento farmacolégico
Los ratones fueron tratados con una dosis fija de BIST23 diariamente durante 14 dias mediante la via

intranasal. Los ratones fueron sedados con isofluorano inhalatorio (saturacion), y sus cavidades
nasales inundadas con 50 pL de una solucién salina de BIST23 ajustando a una dosis de 0,5 mg/Kg.
La dosis a considerar es en base a los resultados previos obtenidos en LAFINEM (ver Anexo N°2) en
los que se asumid que el delivery IP de BIST23 requiere dosis mas elevadas (10 mg/Kg) que el
delivery intranasal, que es una via de administracion mas directa al cerebro (Trevino et al., 2020;
Wang et al., 2019; Emad et al., 2021).

Se administro solucion salina pura como tratamiento vehiculo (VEH) y control del efecto de BIST23.

4.6 Pruebas conductuales

Se realizaron evaluaciones del comportamiento para estimar la funcién cognitiva de los ratones 3xTg
y WT. Se sometieron a tres test conductuales: la prueba del Laberinto Acuatico de Morris para
analizar memoria espacial, la prueba de Reconocimiento de Objetos Nuevos para medir la memoria
de reconocimiento (Arriagada-Diaz et al., 2023) y la Prueba de campo abierto para medir la actividad
locomotora y el comportamiento similar a la ansiedad (Kraeuter et al., 2019).

4.6.1 Prueba de Campo Abierto (OFT)

Es una medida comun de la conducta exploratoria y la actividad general en roedores, donde se puede
medir tanto la calidad como la cantidad de la actividad (Gould et al., 2009).

Este protocolo se llevd a cabo en un periodo de 3 dias, los ratones fueron expuestos a una caja
cuadrada de acrilico blanca, con dimensiones de 50 cm x 40 cm x 63 cm., para prevenir que los
roedores puedan escapar (Seibenhener & Wooten, 2015).

Las variables de interés en el OFT fueron el tiempo de exploracion, para analizar la actividad
locomotora de los animales, el interés exploratorio, el bloqueo u otro comportamiento relacionado con
el miedo, la enfermedad, el tiempo relativo en el ciclo circadiano, entre muchas otras variables. La
distancia recorrida (centimetros), el tiempo dedicado al movimiento (segundos), el encabritamiento y
el cambio en la actividad a lo largo del tiempo son algunas de las muchas medidas que se pueden
tabular e informar (Gould et al., 2009).

Se utilizé una camara de video y el software Any Maze para registrar a los sujetos de prueba y
evaluar los resultados (Seibenhener & Wooten, 2015) (Figura N°4). Los ratones sanos normalmente
se aclimatan al laberinto y eventualmente exploran el area central. Los animales mas ansiosos pasan
significativamente menos tiempo en el area abierta y mas tiempo cerca de las paredes de la jaula del
OFT (Carter y Shieh, 2015) (Figura N°4).
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Figura N°4: Prueba de campo abierto. (A) Computador para uso de software de seguimiento de video. (B) Camara de
video para captar los movimientos del sujeto de prueba. (C) Area donde se desenvolveré el roedor, se puede diferenciar la
zona central y zonas cercanas a las paredes de la jaula. (D) Diagrama representativo del recorrido que realizaria un ratén
sin ansiedad ni estrés. (E) Diagrama representativo del recorrido que realizaria un ratén ansioso y estresado. Figura
elaborada con plataforma Biorender.

4.6.2 Prueba de Reconocimiento de Objetos Nuevos (NOR)
La prueba NOR sirve para probar diferentes fases del aprendizaje y memoria de los ratones de
manera rapida y eficiente (Lueptow, 2017).

Se llevé a cabo en tres sesiones, durante 3 dias:
1) Se inicié con la habituacion del roedor, a la misma caja utilizada en el OFT, lo cual implica la
exploracién visual de dos objetos idénticos.
2) Se realizé el entrenamiento, donde se reemplazé uno de los objetos previamente evaluados
por uno nuevo.
3) Se procedid a una sesion de prueba donde se espera que el roedor tenga preferencia por el
nuevo objeto, ya que deberia recordar el objeto familiar utilizado al inicio de la prueba.

En esta prueba se cuantificé la variable “indice de reconocimiento de objetos nuevos”, que se basa en
el tiempo (segundos) que dedica el raton a explorar el objeto novedoso dividido por el tiempo total de
la prueba (segundos). Se esperaria que los valores estén entre 0 y 1 para un raton que ejecuta la
prueba segun la conducta espontanea de un roedor (Lueptow, 2017; Antunes et al., 2012).

Existe evidencia de que tanto la memoria espacial como la memoria de reconocimiento, estan
disminuidas de manera significativa en los ratones 3xTg modelo de EA (Oddo et al., 2003; Stover et
al., 2015).

4.6.3 Laberinto Acuati Morris (LAM):

La prueba LAM tiene como objetivo estimar el aprendizaje y memoria espacial dependiente del
hipocampo en roedores, incluyendo la adquisicién de la memoria espacial a largo plazo (Othman et
al., 2022).
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En esta prueba los ratones fueron sumergidos en una piscina con agua temperada en la que existen
pistas visuales dispuestas en las paredes de la piscina para que el animal encuentre la ubicacién de
una plataforma de escape que, durante el entrenamiento se localiz6 en un mismo cuadrante y
posteriormente, durante los dias de prueba, se fue modificando el cuadrante de entrada del ratén
(Figura N°5).

(B) ©)

Figura N°5: Laberinto acuatico de Morris. (A) Piscina con agua temperada donde se sumergira al ratén para encontrar la
plataforma de escape. (B) Camino recorrido por el ratéon el primer dia que es sumergido hasta llegar a la plataforma. (C)
Camino recorrido por el ratén el segundo dia que es sumergido ya que deberia estar familiarizado con las pistas visuales y
demorar menos tiempo en encontrar la plataforma. Figura elaborada con plataforma Biorender.

La principal ventaja del LAM es la diferenciacion entre las condiciones espaciales dadas por una
plataforma no visible, pero usando pistas visuales que estaran dispuestas en las paredes de la
piscina donde se realizara la prueba. Estas pistas cuentan con diferentes formas como circulos,
triangulos, cuadrados y cruces, y se ubican en locaciones fijas equidistantes distribuidas en los 4
cuadrantes de la piscina. Esta prueba se llevo a cabo en un periodo de 6 dias (Tabla N° 1).

Tabla 1: Protocolo usado en la prueba del laberinto acuatico de Morris. Informacioén basada en el trabajo “Prueba del
laberinto acuatico de Morris para detectar déficits de aprendizaje y memoria en ratones modelo con enfermedad de
Alzheimer” de “Bromley-Brits et al., 2011.

Dia N° Actividades realizadas

0 Se realiz6 la habituacion inicial, todos los ratones fueron introducidos en la piscina mirando
hacia la pared y desde la posicidon opuesta a donde se encontraba la plataforma. Durante este
periodo los animales nadan libremente para que se familiaricen con la piscina, reconozcan los
espacios y pistas visuales que se dispusieron en las paredes.

1 Se comenzd con el pre-entrenamiento, los animales se introdujeron en la piscina mirando
hacia la pared, pero de manera aleatoria en diferentes cuadrantes, excepto en donde se
encuentra la plataforma. En esta fase se introdujo la plataforma en el cuadrante
predeterminado y se dejo levemente visible por sobre el agua. Durante este periodo los
ratones deben nadar, encontrar la plataforma y subirse en ella para salir del agua. En caso de
que los ratones no encuentren la plataforma se procedera a guiarlos hacia ella tomandolos
desde la base de la cola.

2,3,4,5 Se llevé a cabo el entrenamiento donde se introdujeron de manera aleatoria los ratones a
alguno de los cuadrantes de la piscina mirando hacia la pared, excepto desde aquel que se
encuentra la plataforma. En esta fase también estaba introducida la plataforma, pero esta vez
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no era visible, ya que estaba sumergida en el agua de modo que la Unica forma de encontrar
la plataforma era recordando las pistas visuales.

6 Se retird la plataforma y se efectud la prueba definitiva, se introdujo el animal en la piscina
mirando hacia la pared desde el cuadrante opuesto a donde se encontraba la plataforma, con
el objetivo de evidenciar cuanto tiempo pasa el ratén en el cuadrante de la plataforma y cuanto
tiempo se demora en llegar a ella.

En esta prueba se observaron dos variables a medir para la estimacion de la memoria espacial:
“tiempo de latencia para llegar a la plataforma” (segundos) y “tiempo en el cuadrante de la plataforma”
(segundos) (Othman et al., 2022). En el primero se evalla el entrenamiento, donde se mide el tiempo
que demora en acceder a la plataforma oculta, por lo tanto, a medida que avanza el entrenamiento,
se espera que el tiempo de latencia vaya disminuyendo lo que refleja el aprendizaje espacial
funcional y la memoria en los ratones (Bromley-Brits et al., 2011). En el segundo se evalua cuanto
tiempo permanece el ratén en el cuadrante objetivo comparado con los demas cuadrantes una vez
que se ha retirado la plataforma, y se ha evidenciado que si el tiempo en el cuadrante objetivo es
mayor significa que hay una memoria espacial superior (Bromley-Brits et al., 2011).

47 E ios histoldgi

Una vez realizadas las pruebas de memoria y aprendizaje, los ratones fueron anestesiados con
isoflurano (en la fase de induccion 2-2,5% y durante la mantencién 1-2%) para luego proceder a la
perfusién con suero salino (0,9% de NaCl en agua destilada).

Los cerebros de ratones 3xTg y WT caracterizados conductualmente, fueron extraidos rapidamente y
divididos en dos hemisferios. Uno de los hemisferios fue tefido con Tincidon de Golgi para analisis de
morfologia neuronal y sinaptica. El otro hemisferio cerebral fue criopreservado en un tanque de
Nitrogeno liquido (-190 °C) para posteriores analisis bioquimicos, fuera del marco de esta Unidad de
Investigacion.

4.7.1 Técnica de Golgi-Cox.
La tincion de Golgi es un método histologico que revoluciond la neurociencia al revelar la

citoarquitectura y la morfologia detallada de una neurona, y ha sido el mas usado para la observacion
y analisis de la morfologia neuronal durante varias décadas (Garcilazo et al., 2024).

Este método se basa en una impregnacion metalica de las neuronas para la observacion del soma,
los axones, las dendritas y las espinas dendriticas, mismas que permiten una obtencion de datos
acerca de las conexiones neuronales y los cambios en respuesta a multiples influencias genéticas y
ambientales, asociadas a alteraciones en la fisiologia y el comportamiento de los organismos
(Garcilazo et al., 2024). La impregnacion de Golgi se aplica a bloques de tejido nervioso relativamente
gruesos (0,5 a 1 cm aproximadamente) (Pombal, 2022).

Para la tincion y visualizacion de dendritas y espinas dendriticas, los cerebros fueron lavados con
agua destilada para eliminar la sangre de la superficie. Luego, sumergidos en una solucién de
impregnacion, mezclando volumenes iguales de las soluciones A+B del kit comercial de Golgi (FD
Rapid GolgiStain™, FD Neurotechnologies, Inc, PK401). En esta solucion de impregnacién, los
hemisferios fueron almacenados a temperatura ambiente durante 2 semanas en oscuridad,
posteriormente traspasados a la solucidén C del kit, y almacenados en oscuridad durante 72 horas.
Transcurrido el tiempo de inmersién, los cerebros se cortaron en secciones de 150 ym de grosor en
un criostato a -25°C. A continuacion, los cortes fueron traspasados a una solucién D+E por 10
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minutos, y después lavados dos veces con agua destilada durante 4 minutos. Posteriormente, los
tejidos fueron deshidratados en etanol al 50%, 75%, 95% y 100% por 4 minutos, para finalmente ser
lavados tres veces con xilol cada 4 minutos, y montados en portaobjetos para su posterior
visualizacién y analisis.

4.7.2 Analisis morfométrico de espinas dendriticas
Las muestras tenidas con tincion de Golgi fueron visualizadas mediante microscopia de contraste de

fase y fotografiadas utilizando un microscopio 6ptico Leica DM500 implementado con camara digital
Leica ICC50W. Las imagenes se analizaron utilizando el software Fiji.

Para cuantificar cambios en la densidad de espinas dendriticas de cada neurona analizada se
tomaron al menos tres regiones de interés (ROIs) correspondientes a segmentos dendriticos apicales
de 10 um de largo. En cada uno de los ROIs se cuantifico la cantidad de espinas, reportandose la
densidad de espinas dendriticas promedio en unidades de numero de espinas/10 um.

4.8 Analisis estadistico

Para hacer un analisis estadistico de los resultados obtenidos en cada una de las pruebas realizadas
en el estudio se utilizo el software GRAPHPAD-10. Se utilizé el test de Shapiro-Wilks que plantea la
hipotesis nula de que una muestra proviene de una distribucion normal. Se considerara un nivel de
significancia de 0.05, es decir que el nivel de confianza de los resultados debera ser de al menos un
95%, considerando un p-value <0.05 como estadisticamente significativo al comparar distintas
condiciones experimentales.

Si los test anteriores mostraban una distribucion normal de los datos, se utilizd6 ANOVA una prueba
estadistica que compara las medias de tres 0 mas grupos, ayudando a determinar si las diferencias
observadas entre los grupos son significativas o se deben al azar. Para los datos que se distribuyeron
de forma no paramétrica se utilizd el test de Kruskal Wallis para analizar las diferencias entre las
distintas condiciones experimentales. Todos los datos se presentaron como promedios + error
estandar medio (SEM).
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5. RESULTADOS

5.1 Efecto de la administracién intranasal de BIST23 en la conducta de ratones 3xTg y WT

Con el objetivo de poder determinar la funcion cognitiva de los ratones WT y 3xTg, se realiz6 en los
grupos animales una caracterizacion conductual. Se realizaron tres pruebas conductuales para
evaluar la actividad locomotora por medio del test OF, el indice de preferencia por el objeto nuevo
(ON) mediante el test de NOR vy finalmente la memoria espacial de los ratones con el test LAM.

5.1.1 Test de OF

Durante un periodo de 3 dias, los animales fueron sometidos a una prueba de exploracion, con el fin
de habituarse tanto a las condiciones de experimentacion, como a la caja utilizada para realizar sus
trayectorias en la prueba conductual.

Tal como se muestra en la Figura N°6 no se observaron diferencias significativas entre los grupos en
la distancia total recorrida. Todos los grupos presentaron valores similares, con cierto grado de
variabilidad individual. Este control es fundamental para validar la interpretacion de los datos
conductuales como reflejo de procesos cognitivos especificos y no de confusores como hipoactividad,
fatiga o falta de motivacion.

El grupo WT VEH mostré una distancia recorrida promedio de aproximadamente 20+/- 0,2 cm, con
una variabilidad moderada entre los individuos. No se observan valores extremos.

Las pruebas estadisticas indican que no hubo diferencias significativas entre grupos (p > 0.05).
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Figura N°6: Distancia total recorrida (en cm) por los distintos grupos experimentales durante la prueba conductual
[OFT]. Se comparé el grupo control (WT VEH), el grupo tratado con BIST23 (WT BIST23), el grupo transgénico sin
tratamiento (3xTg VEH) y el grupo transgénico tratado con BIST3 (3xTg BIST3). Los valores se expresan como media +
error estandar de la media (SEM). Cada punto individual representa un animal (n = 3 por grupo).

El anélisis estadistico se realiz6 mediante la prueba de Kruskal-Wallis (p = 0.9098), ya que no se asumié una distribucién
normal de los datos. No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos.
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5.1.2 Test de NOR

A continuacion, durante 2 dias consecutivos los animales fueron sometidos al test de NOR, donde
debian explorar objetos familiares y nuevos. Se observd que todos los grupos, tanto WT como 3xTg,
tratados con VEH o BIST23, exploraron de forma similar ambos objetos, sin diferencias
estadisticamente significativas entre ellos (Figura N°7A). La alta dispersién de los datos sugiere
variabilidad individual alta, lo que puede dificultar la interpretacién clara de una preferencia.

Los datos también muestran una disminucién en el indice de preferencia ON en el grupo 3xTg VEH
en comparacién con el grupo 3xTg BIST23 (Figura N°7B), lo que sugiere un déficit en la memoria de
reconocimiento en los animales transgénicos. El tratamiento con BIST23 en el grupo 3xTg tendid a
aumentar el indice de preferencia por el ON a niveles comparables a los del grupo control (WT VEH),
aunque sin significancia estadistica.
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Figura N°7: Efecto del tratamiento con BIST23 sobre la memoria de reconocimiento de objetos (test de NOR) en
ratones WT y 3xTg. (A) Tiempo de exploracién (en segundos) del objeto familiar (barras blancas) y del objeto nuevo (barras
negras) durante el test de NOR. No se observaron diferencias significativas en el tiempo de exploracién entre los objetos en
ninguno de los grupos experimentales. (B) Indice de preferencia por el objeto nuevo (ON), expresado como porcentaje. El
analisis estadistico mediante la prueba de Kruskal-Wallis no mostré diferencias significativas entre los grupos
experimentales (p = 0.5460). Los datos se presentan como media + SEM (n = 3 por grupo).

5.1.3 Prueba de LAM

Por ultimo, los animales fueron evaluados para la memoria espacial en el Laberinto Acuatico de
Morris (LAM, Figura N°5), donde se midié el tiempo de latencia para acceder a la plataforma como
indicativo de aprendizaje espacial y el tiempo que los ratones permanecieron en el cuadrante objetivo
cuando la plataforma se oculto, como indicativo de memoria espacial a largo plazo.

En relacion al tiempo de latencia para llegar a la plataforma, todos los grupos mostraron una
tendencia a disminuir su latencia a lo largo de los dias, lo que indica aprendizaje espacial (Figura
N°8A). Sin embargo, se observo una gran variabilidad individual. El grupo 3xTg VEH mostré mayores
latencias, mientras que el grupo 3xTg BIST23 mostré una latencia menor, especialmente en los dias 2
y 3, aunque sin significancia estadistica. Los grupos WT con y sin tratamiento mostraron curvas
similares.
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Respecto al tiempo en el cuadrante objetivo, numéricamente los grupos WT tendieron a pasar mas
tiempo en el cuadrante objetivo (Figura N°8B), sin embargo, y posiblemente debido a la alta
variabilidad, no se observaron diferencias significativas entre los grupos segun el analisis de
Kruskal-Wallis (p = 0.6694).
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Figura N°8: Evaluacién del aprendizaje espacial y memoria en la prueba del Laberinto Acuatico de Morris (LAM).

(A) Latencia para encontrar la plataforma sumergida durante las sesiones de entrenamiento (dias 1 a 5). No se evidencian
diferencias significativas entre los grupos experimentales (n = 3). Los datos se presentan como media + SEM.

(B) Tiempo promedio que los animales pasaron en el cuadrante objetivo durante la prueba de memoria a largo plazo (el dia
de la prueba, en segundos). No se observaron diferencias significativas entre los grupos experimentales, segun el analisis
estadistico Kruskal-Wallis (p = 0.6694).

5.2 Efecto de la administracién intranasal de BIST23 sobre la densidad de espinas dendriticas
n neuron xTg y WT

Finalizadas las pruebas conductuales, los animales fueron eutanasiados para poder realizar el

analisis histolégico. El cerebro de los animales fue dividido para poder realizar distintos tipos de

estudios, uno de los hemisferios (izquierdo) se usé para la tincion de Golgi y el otro fue almacenado

en condiciones de criopreservacion para futuros estudios bioquimicos.

5.2.1 Morfologia neuronal en el hipocampo
Con el fin de observar la morfologia neuronal general se realiz6 la tincion de Golgi, la Figura N°9

muestra microfotografias representativas de la morfologia neuronal hipocampal en animales WT y
3xTg, tratados o no con el compuesto BIST23.

En los paneles A (WT-VEH) y B (WT-BIST23) se observa una morfologia dendritica densa y
ramificada. No se apreciaron alteraciones evidentes entre ambos grupos. Por otro lado, en el panel C
(3xTg-VEH) se evidencia una clara alteracion morfolégica: las dendritas presentan una menor
complejidad en cuanto a su ramificacion, comparado con los grupos WT. Estas caracteristicas reflejan
un deterioro estructural caracteristico del modelo 3xTg, asociado a pérdida sinaptica y deterioro
cognitivo.

En el panel D (3xTg-BIST23) se aprecia una mayor complejidad del arbol dendritico respecto al grupo
3xTg VEH. Las neuronas presentan un patréon de ramificacion mas robusto, aunque aun no alcanzan
el nivel observado en los grupos WT.
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Figura N°9: Morfologia general del hipocampo en animales WT y 3xTg con y sin tratamiento con BIST23.
Microfotografias representativas de la tincion de Golgi de hipocampo de los ratones WT-VEH (A), WT-BIST23 (B), 3xTg-VEH
(C) y 3xTg-BIST23 (D). La barra de escala representa 100 um.

5.2.2 Densidad de espinas dendriticas en neuronas hipocampales tefiidas con Golgi-Cox

Para observar los efectos del tratamiento sobre la neurodegeneracion se utilizé la técnica de tincion
de Golgi. En el hipocampo, se seleccionaron campos de 100 x 200 um, donde se seleccionaron 3
neuronas por cada animal, por cada condicién (n = 12, 36 neuronas). Posteriormente se cuantificaron
espinas dendriticas en al menos tres regiones de interés (ROIls) por cada neurona (108 ROls)
correspondientes a segmentos dendriticos apicales de 10 um (Figura N°10).

En la Figura N°10, los paneles A (WT-VEH) y B (WT-BIST23) muestran una alta densidad de espinas
distribuidas a lo largo de las dendritas, con una morfologia normal, bien ramificada. Las flechas
blancas destacan las espinas, que aparecen en numero abundante y regularmente distribuidas.

En contraste, en el panel C (3xTg-VEH) se evidencia una reduccion significativa en la cantidad de
espinas dendriticas. Las dendritas se visualizan mas delgadas, menos ramificadas y con menor
densidad de espinas. En el panel D (3xTg-BIST23) se observa un aumento en la densidad de espinas
en comparacion con el grupo 3xTg VEH.
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WT-VEH

Figura N°10: Evaluacion de la morfologia dendritica en neuronas del hipocampo de ratones WT y 3xTg con y sin
tratamiento con BIST23. Microfotografias representativas de neuronas tefiidas con Golgi-Cox muestran dendritas de
células piramidales de los ratones WT-VEH (A), WT-BIST23 (B), 3xTg-VEH (C) y 3xTg-BIST23 (D). Las flechas blancas
indican la presencia de espinas dendriticas. La barra de escala representa 10 um.



31

Posterior a la cuantificacién visual de espinas dendriticas, estos datos numéricos fueron llevados a
analisis estadistico.

Los datos mostraron una reduccién significativa en la densidad de espinas en el grupo 3xTg VEH en
comparacion con todos los demas grupos experimentales, lo cual es consistente con el fenotipo
neurodegenerativo caracteristico del modelo 3xTg (Figura N°11).

El tratamiento con BIST23 en los ratones 3xTg previno esta diferencia, mostrando este grupo un
aumento significativo en la densidad es espinas respecto al grupo 3xTg VEH (p = <0.0001). Ademas,
el grupo WT VEH mostré una densidad significativamente mayor que el grupo 3xTg BIST23 (p =
0.0125) (Figura N°11).

No se observaron diferencias significativas entre WT VEH y WT BIST23, ni entre WT BIST23 y 3xTg
BIST23 (Figura N°11).
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Figura N°11: Efecto del tratamiento con BIST23 sobre la densidad de espinas dendriticas en neuronas del
hipocampo. La densidad de espinas (numero de espinas/um) fue cuantificada en neuronas hipocampales de ratones WT y
3xTg tratados con vehiculo (VEH) o BIST23. El anélisis estadistico mediante la prueba de Kruskal-Wallis seguido del test
post hoc de comparaciones multiples de Dunn revel6 diferencias significativas entre los grupos (p < 0.0001). En particular,
se observo una reduccion significativa en la densidad de espinas en el grupo 3xTg VEH en comparacion con los grupos WT
VEH (p < 0.0001), WT BIST23 (p <0.0001) y 3xTg BIST23 (p < 0.0001). Ademas, el grupo WT VEH presenté una densidad
significativamente mayor que el grupo 3xTg BIST23 (p = 0.0125). No se encontraron diferencias significativas entre WT VEH
y WT BIST23, ni entre WT BIST23 y 3xTg BIST23 (p > 0.9999 y p = 0.3899, respectivamente) (n = 9, se comparan 9
neuronas por cada grupo experimental).

Posteriormente se realizoé el analisis considerando el promedio de densidad de espinas por animal
(WT VEH, WT BIST23 y 3xTg BIST23), donde se observé que el grupo 3xTg VEH presenté una
disminucion significativa en la densidad de espinas dendriticas en comparacion con el grupo WT VEH
(p = 0.0367), lo que confirma la existencia de una pérdida sinaptica generalizada en el modelo
transgénico 3xTg (Figura N°12).
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Aunque el grupo 3xTg BIST23 mostré un leve aumento en la densidad de espinas respecto al grupo
3xTg VEH, esta diferencia no fue estadisticamente significativa, posiblemente debido al tamafio
muestral limitado (n=3 por grupo) y a la variabilidad interindividual (Figura N°12).
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Figura N°12: Efecto del tratamiento con BIST23 sobre la densidad de espinas dendriticas por animal. Se cuantificé la
densidad de espinas dendriticas (numero de espinas/um) en neuronas hipocampales de ratones WT y 3xTg tratados con
vehiculo (VEH) o con BIST23. El analisis estadistico mediante la prueba de Kruskal-Wallis, seguido del test de
comparaciones multiples de Dunn, revel6 una disminucion significativa en la densidad de espinas en el grupo 3xTg
VEH en comparacion con el grupo WT VEH (p = 0.0367). No se observaron diferencias significativas entre los otros
grupos. Los datos se representan como media + SEM (n = 3, se comparan 3 animales por cada condicién).

6. DISCUSION

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la forma mas comun de demencia neurodegenerativa, y se
caracteriza por un deterioro progresivo de la memoria, la pérdida de sinapsis y la acumulacion de
placas de B-amiloide y ovillos neurofibrilares de proteina tau (Querfurth & LaFerla, 2010; Selkoe &
Hardy, 2016). Actualmente, no existe una cura para la EA, y los tratamientos disponibles ofrecen
unicamente beneficios sintomaticos limitados (Cummings et al., 2019). Esto ha impulsado la
investigacion hacia nuevas estrategias terapéuticas dirigidas a los mecanismos tempranos del
deterioro sinaptico, que preceden a la muerte neuronal y al déficit cognitivo evidente (DeKosky &
Scheff, 1990; Forner et al., 2017).

En este contexto, la presente unidad de investigacion evalu6 el efecto del compuesto BIST23 sobre
parametros morfoldgicos y conductuales en el modelo transgénico 3xTg, ampliamente utilizado por
recapitular tanto la patologia amiloide como la taupatia y los déficits cognitivos progresivos
caracteristicos de la EA (Stover et al., 2015).

6.1 Memoria y capacidad cognitiva
Para determinar la funcion cognitiva de los ratones WT y 3xTg, antes y después del tratamiento con

BIST23, se realizé una primera aproximacion en la busqueda de correlatos entre neurodegeneracion
tipo EA y alteraciones cognitivas, ya que, un componente cognitivo afectado tempranamente en la EA
es la pérdida de la capacidad de reconocimiento de personas y objetos (Yesavage et al., 1993). Es
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por ello que se efectud una caracterizacion conductual evaluando la capacidad cognitiva en el modelo
de EA, utilizando tareas dependientes de estructuras cerebrales como el hipocampo, afectadas
tempranamente en la EA (Scheff & Price, 2003; Buckner, 2004).

En relacion al test de OF, es importante destacar que no se observaron diferencias en la distancia
total recorrida entre los grupos, descartando alteraciones locomotoras como variable de confusion, lo
cual coincide con la literatura (Kraeuter et al., 2019). Esto confirma que los efectos observados en los
ensayos cognitivos no pueden atribuirse a diferencias en la actividad motora o niveles de motivacion,
permitiendo fortalecer la validez de los resultados conductuales. Asimismo, el tratamiento con BIST23
no influyé en la locomocion en ratones WT ni en 3xTg, lo cual refuerza su perfil de seguridad.

En la prueba del LAM el grupo 3xTg VEH mostré un rendimiento deteriorado en el aprendizaje
espacial, evidenciado por mayores latencias para encontrar la plataforma durante el entrenamiento,
mientras que los ratones 3xTg tratados con BIST23 evidenciaron una leve mejora en su desempefio,
aunque sin alcanzar diferencias significativas en la prueba de memoria a largo plazo (tiempo en el
cuadrante objetivo). Esta tendencia se complementa con los resultados de la prueba de NOR, donde
el grupo 3xTg VEH exhibié un menor indice de preferencia por el ON en comparacién con los grupos
WT, sugiriendo un posible déficit en la memoria de reconocimiento.

Si bien el analisis del test de LAM no mostré diferencias significativas en la prueba de memoria a
largo plazo, se observé una tendencia a una menor latencia durante los dias de entrenamiento en el
grupo 3xTg BIST23 en comparacion con 3xTg VEH, lo cual sugiere una posible mejora en la
capacidad de aprendizaje espacial. Por otro lado, en la prueba de NOR el indice de preferencia por el
ON fue levemente mayor en los animales 3xTg BIST23 que en 3xTg VEH, lo que podria reflejar una
recuperacion parcial de la memoria de reconocimiento, aunque sin alcanzar significancia estadistica.

Los resultados obtenidos del grupo de animales 3xTg VEH coinciden con la literatura, de que tanto la
memoria espacial como la memoria de reconocimiento, estan disminuidas de manera significativa en
los ratones 3xTg modelo de EA (Oddo et al., 2003).

En relacién a los resultados del tiempo en el cuadrante, se sugiere que el tratamiento con BIST23 no
produjo una mejora significativa en la memoria espacial a largo plazo en los ratones 3xTg bajo estas
condiciones experimentales. Respecto al tiempo de latencia para llegar a la plataforma los grupos WT
(con y sin tratamiento) mostraron curvas similares, lo que indica que BIST23 no afecta negativamente
el rendimiento cognitivo en animales sanos.

De acuerdo con lo observado luego de la evaluacion conductual, el tratamiento con BIST23 no genero
cambios significativos en los grupos experimentales tanto en actividad locomotora como memoria
espacial.

6.2 Efecto de BIST23 sobre la densidad de espinas dendriticas
El aspecto mas temprano de la EA, que se correlaciona con el inicio del déficit cognitivo, es la pérdida

de sinapsis funcionales (Selkoe, 2002), particularmente debido a la pérdida de espinas dendriticas
que son los principales sitios de contacto sinaptico en el cerebro mamifero (Peters et al., 2008).

Considerando que las dinaminas parecen tener un rol clave en la morfogénesis de neuritas y espinas
dendriticas en neuronas hipocampales (Arriagada-Diaz et al., 2023), se evalué si la administracion de
BIST23 tuvo un impacto a este nivel.
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Es por ello que se decidié realizar una cuantificacidon de espinas dendriticas en neuronas del
hipocampo, estructura fuertemente relacionada con procesos de aprendizaje y memoria (Squire &
Zola, 1996; Squire et al., 2007).

Por otra parte, la actina y los microtubulos son los principales componentes estructurales que
subyacen la morfologia dendritica (Wicki-Stordeur et al., 2013; Sanchez-Arias et al., 2019). Por lo
tanto, BIST23 podria estar regulando el remodelamiento de actina y microtubulos, a través de
modular positivamente la actividad de las dinaminas, y en consecuencia desencadenar cambios en la
morfogénesis de las dendritas.

A nivel morfoldgico, tras realizar la tincion de Golgi, el analisis de la densidad de espinas dendriticas
en neuronas hipocampales mostré resultados mas concluyentes: los animales 3xTg VEH presentaron
una disminucion significativa en la densidad de espinas en comparacién con los grupos WT.

Se observé una reduccién significativa en la densidad de espinas en el grupo 3xTg VEH en
comparacion con todos los demas grupos (WT VEH, WT BIST23 y 3xTg BIST23), lo cual es
consistente con el fenotipo neurodegenerativo caracteristico del modelo 3xTg (Oddo et al., 2003).
Esta pérdida estructural refleja probablemente una disfuncidon sinaptica subyacente, que podria
contribuir a los déficits cognitivos observados por otros estudios previos y que no fueron reproducibles
en esta investigacion (Terry et al., 1991; Forner et al., 2017).

Aunque el grupo 3xTg BIST23 mostré un leve aumento en la densidad de espinas respecto al grupo
3xTg VEH, esta diferencia no fue estadisticamente significativa al analizar los resultados promediados
por animal, sin embargo, esta tendencia, junto con la ausencia de diferencias entre WT VEH y WT
BIST23, sugiere que el tratamiento con BIST23 no induce efectos adversos sobre la arquitectura
sinaptica en animales sanos, y podria tener un efecto restaurador parcial en condiciones patolégicas.

El grupo 3xTg VEH present6 una disminucion significativa en la densidad de espinas dendriticas por
animal en comparacion con el grupo WT VEH, lo que confirma la existencia de una pérdida sinaptica
generalizada en el modelo transgénico 3xTg. Este hallazgo es consistente con la literatura que
describe el deterioro progresivo de la conectividad sinaptica como una de las primeras alteraciones
estructurales en enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer (DeKosky & Scheff, 1990;
Terry et al., 1991; Scheff & Price, 2003). La pérdida de sinapsis se ha correlacionado estrechamente
con el deterioro cognitivo en la EA, incluso mas que la acumulacion de placas amiloides,
posicionandose como un marcador temprano y critico de la enfermedad (Terry et al., 1991; Forner et
al., 2017).

Estos resultados refuerzan la evidencia de que el modelo 3xTg presenta una pérdida significativa de
espinas dendriticas, incluso al ser analizada a nivel de animal, y que el tratamiento con BIST23 podria
tener un potencial efecto neuroprotector. Esta tendencia, es coherente con los datos obtenidos a nivel
celular (por neurona) y con las observaciones morfolégicas cualitativas (tinciones de Golgi), asi como
con los resultados conductuales que sugieren una mejora parcial de la funcidon cognitiva en los
animales tratados.

En conjunto, estos hallazgos refuerzan la hipétesis de que BIST23 contribuye a mitigar el deterioro
estructural inducido por la patologia neurodegenerativa, favoreciendo la plasticidad sinaptica v,
potencialmente, la funcién cognitiva.
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Se esperaba que el tratamiento con BIST23 mejorara la memoria espacial y de reconocimiento, de
manera significativa en los ratones 3xTg considerando que se ha descrito una disminucion de la
expresion y de la actividad de las dinaminas en el contexto de la EA (Aidaralieva 2008; Kamagata
2009). Ahora bien, un aspecto importante que no se abordé en esta unidad de investigacion fue
evaluar si el tratamiento con BIST23 modifico la expresiéon de las dinaminas en estos animales. Hasta
la fecha no existe claridad sobre el mecanismo a través del cual las tirfostinas como BIST23 modulan
de manera positiva la actividad catalitica de las dinaminas, cual es el sitio de unién, o su mecanismo
de accion (Hilll et al., 2005). Datos no publicados del Laboratorio LAFINEM, en base a estudios in
silicos de dinamica molecular, sugieren que BIST23 se une al dominio PH de Dyn2. Esto prevendria la
autoinhibicion que ejerce el dominio PH sobre la actividad GTPasa de las dinaminas (Hill et al., 2005)
y consecuentemente potenciaria su oligomerizacién y actividad catalitica. En tales condiciones, Dyn2
mas activa podria modular positivamente el remodelamiento del citoesqueleto neuronal favoreciendo
la espinogénesis y neuritogénesis que se afecta en el contexto de la EA, lo que seria congruente con
los resultados obtenidos a lo largo de esta Unidad de Investigacion.

6.3 Administracion de BIST23 intranasal v.s intraperitoneal
Como se menciond anteriormente, este estudio se basé en resultados obtenidos preliminarmente en

el Laboratorio de Fisiopatologia Neuromuscular de la Universidad de Valparaiso (LAFINEM), donde
se muestran efectos positivos del BIST23 administrado via intraperitoneal (IP) en ratones doble
transgénico APP/PS1, modelo murino de la EA (ver Anexo N°2).

A diferencia del estudio anteriormente mencionado, en esta unidad de investigacion la droga
comercial BIST23 fue administrada por la ruta intranasal (Figura N°3) , buscando una forma mas
directa de administrar farmacos al cerebro (Al Shoyaib et al., 2019).

Al comparar los datos obtenidos en ambos estudios; aunque en distintos modelos murinos;
especificamente los de la prueba de NOR, se obtuvo que el efecto de BIST23 sobre la memoria de
reconocimiento podria ser modelo-dependiente.

En el modelo APP/PS1, el compuesto logra revertir significativamente el déficit cognitivo en la tarea
NOR, mientras que en el modelo 3xTg, el efecto es mas leve y no significativo. Esto podria deberse a
diferencias en las caracteristicas patologicas de cada modelo (por ejemplo, aparicion de tauopatia en
3xTg), a la progresion de la enfermedad al momento del tratamiento, o a diferencias en el disefio
experimental (tiempo de administracién, dosis, edad de los animales, etc.).

En conjunto, estos datos sugieren que BIST23 tiene potencial para mejorar la memoria de
reconocimiento en modelos de Alzheimer, aunque su eficacia podria variar segun el contexto
patolégico. Se sugiere seguir investigando su efecto en distintos estadios de la enfermedad y en
combinacién con otros modelos y enfoques.

Para este estudio seleccionamos animales WT de 6 meses de edad que debieron ser trasladados
desde un bioterio a otro, esto podria explicar la variabilidad conductual entre los animales. Por otra
parte, los animales 3xTg presentaron un comportamiento mas sistematico, lo cual podria deberse a
que siempre se mantuvieron en condiciones macro y microambientales constantes (mismo bioterio a
lo largo de su vida).

Otro factor importante a considerar es la cantidad de animales usados en el estudio, puesto que la
baja cantidad de animales fue dificultosa para obtener resultados estadisticamente significativos.
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Finalmente, es necesario realizar un futuro estudio, utilizando un mayor nimero de animales, con el
fin de observar si el tratamiento con BIST23 por la via intranasal podria tener un rol preventivo en el
dafo cognitivo y sinaptico producido en la EA.

7. CONCLUSIONES
1- El tratamiento con BIST23 rescata de forma significativa la densidad de espinas dendriticas de
ratones 3xTg, lo que sugiere su potencial terapéutico en la preservacion de la integridad sinaptica y
funcionalidad neuronal en la enfermedad de Alzheimer.

2- Los resultados del Test de NOR no muestran diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos. Sin embargo, el grupo 3xTg VEH presenté una ligera disminucion en el indice de
preferencia por ON, lo que podria indicar un deterioro en la memoria de reconocimiento asociado al
modelo 3xTg. La administracion de BIST23 tiende a prevenir parcialmente esta alteracién, aunque
los efectos observados no son significativos.

3- Aunque no se observaron diferencias significativas en la memoria a largo plazo, los resultados del
entrenamiento sugieren que BIST23 podrian mejorar parcialmente el aprendizaje espacial en el
modelo 3xTg. Aunque son efectos sin significancia estadistica, estos son consistentes con la posible
accioén neuroprotectora de BIST23 observada en la densidad de espinas dendriticas.

4- Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que BIST23 tiene un efecto positivo sobre la
integridad sinaptica en un contexto de neurodegeneracion, probablemente al promover la formacion
o estabilizacién de espinas dendriticas. Este efecto estructural podria estar vinculado a las
tendencias de mejora cognitiva observadas en las pruebas de comportamiento, como el Morris
Water Maze o el reconocimiento de objetos. En conjunto, los resultados posicionan a BIST23 como
un potencial candidato terapéutico para prevenir el deterioro sinaptico asociado a enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheimer.
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Anexo N°1: Farmacos actualmente utilizados y aprobados por la FDA para tratar la EA. Informacién
obtenida de Alzheimer's Association, 2024.

Nombre del farmaco

Aprobado para

Efecto terapéutico y/o
mecanismo de accion

Ano de
aprobacion

Donanemab

Enfermedad de Alzheimer
temprana y  deterioro
cognitivo leve (DCL).

Elimina la proteina beta-amiloide,
que interfiere con la comunicacion
neuronal.

2024

Lecanemab

Enfermedad de Alzheimer
temprana y DCL.

Elimina la proteina beta-amiloide.

2023

Aducanumab

Enfermedad de Alzheimer
temprana y DCL.

Elimina la proteina beta-amiloide.

2021

Donepezilo

Todas las etapas

Inhibidor de la colinesterasa.
Previenen la ruptura de
acetilcolina, un mensajero quimico
que es importante para la memoria
y el aprendizaje.

1996

Galantamina

Leve a moderada

Inhibidor de la colinesterasa.
Previenen la degradacion de
acetilcolina.

2001

Memantina

Moderada a grave

Antagonista del receptor NMDA
(N-metil-D-aspartato), que actua
regulando la actividad  del
glutamato, un importante
neurotransmisor del cerebro
involucrado en el aprendizaje y la
memoria.

La adhesion del glutamato a los
receptores de la superficie celular
llamados receptores NMDA
permite que el calcio ingrese a la
célula. Las células danadas
pueden liberar demasiado
glutamato, lo que lleva a una
sobreexposicién cronica al calcio,
lo que puede acelerar el dafio
celular.

2003

Rivastigmina

Todas las etapas

Inhibidor de la colinesterasa.
Previenen la ruptura de
acetilcolina.

2000
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Anexo N°2: Datos preliminares obtenidos en el Laboratorio de Fisiopatologia Neuromuscular de la
Universidad de Valparaiso (LAFINEM) que muestran efectos positivos del BIST23 administrado via
intraperitoneal en ratones APP/PS1 doble transgénico para la Enfermedad de Alzheimer (tesis de
Barbara Gémez).
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Anexo N°3: Acta de aprobacion bioética BEA 192-23 del proyecto FONDECYT 1231511.
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— CHILE
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DE 2028

ACTA DE EVALUACION BIOETICA
CcODIGO: BEA192-23

El Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la Universidad de Valparaiso (CICUAL-UV), con fecha
19 de abril de 2023 declara haber evaluado el siguiente protocolo experimental:

INVESTIGADOR RESPONSABLE : Dra. Arlek Gonzélez Jamett

TITULO DEL PROYECTO : Contribucion de la actividad de las dinaminas a la sinaptopatia
dependiente del citoesqueleto neuronal en la enfermedad de Alzheimer

FINANCIAMIENTO : FONDECYT REGULAR 2023

CODIGO DEL PROYECTO *N° 1231511

PROTOCOLO EXPERIMENTAL :BEA192-23

Para su evaluacién, el Comité revis6 los antecedentes presentados en el formulario CICUAL-F-01-FORMULARIO DE SOLICITUD DE
APROBACION PARA INVESTIGACION EN ANIMALES COMO SUJETOS DE INVESTIGACION y que se sefialan en las paginas anexas
a esta acta. En la valoracion bioética, el Comité considerd procedentes los aspectos indicados en el formulario y estima que no hay
objeciones para el uso de animales propuesto en este proyecto. Por lo anterior, el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio aprueba este protocolo experimental por la duracion total del proyecto a contar de la fecha de
aprobacion.

El Investigador Responsable se debe asegurar que todas las personas involucradas en el protocolo e individualizadas en el formulario de
solicitud se hayan capacitado en |a realizacion de los procedimientos indicados en éste. Ademas, debe considerar los siguiente:

- Si requiere cambiar cualquier aspecto de este estudio, como objetivos, personal, patrocinadores, procedimientos, entre otros, debera
enviar una SOLICITUD DE ENMIENDA (CICUAL-F-05-FORMULARIO) al correo cicual@uv.cl. Los cambios solicitados no se deben iniciar
hasta que el CICUAL-UV no haya aprobado la enmienda.

- Al inicio del Ultimo afio del proyecto, el Investigador Responsable debera enviar una SOLICITUD DE SEGUIMIENTO (CICUAL-F-03-
FORMULARIO) al correo cicual@uv.cl. Sin perjuicio de lo anterior, CICUAL-UV podra solicitar seguimiento a su proyecto en cualquier
momento del mismo.

- El dltimo frimestre del proyecto, el Investigador Responsable debera enviar una SOLICITUD DE CIERRE (CICUAL-F-11-FORMULARIO)
al correo cicual@uv.cl. Una vez emitida el acta de cierre, el Investigador Responsable no podra utilizar mas animales asociados al proyecto
de investigacion.

- Es deber del Investigador Responsable, mantener actualizados los registros de procedimientos realizados con animales. Estos seran
revisados por el CICUAL-UV en las actividades de seguimiento del protocolo aprobado.

- El no cumplimiento de este protocolo puede significar que el proyecto no obtenga el cierre oficial por parte de CICUAL-UV, imposibilitando
al Investigador Responsable a postular y adjudicar otro fondo de financiamiento para investigacion.
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