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1.  RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegenerativo que afecta principalmente a adultos
mayores y se caracteriza por pérdida progresiva de funciones cognitivas. A pesar de los avances, sus
mecanismos fisiopatoldgicos no se comprenden completamente y no existen tratamientos efectivos
basados en ellos. Estudios recientes han relacionado las hormonas tiroideas (HT) con la EA, ya que regulan
genes clave como APP y Tau. Ademads, se ha observado una desregulacién en los niveles de HT, tanto en
pacientes como en modelos animales de EA, y el hipotiroidismo, que presenta signos similares a los de la
EA, se considera un factor de riesgo. También se ha demostrado que los tratamientos con HT mejoran los
sintomas cognitivos de la EA en pacientes hipotiroideos y en animales. Sin embargo, alin no se han
explorado en profundidad los mecanismos involucrados en estas alteraciones ni la existencia de
diferencias sexuales. Este estudio caracterizd los niveles de HT periféricos y centrales, su produccion,
entrada al cerebro, metabolismo y accién en ratones 5XFAD, modelo transgénico de la EA, y en animales
controles (n=32, 7 meses, ambos sexos). Se midié T3 y T4 en plasma, corteza e hipocampo mediante
radioinmunoensayo. La produccién de HT se evalué mediante morfometria e inmunohistoquimica para
TSH, tiroglobulina, PAX-8 y TTF-1. La entrada cerebral de HT se analizd a través del transportador MCT8 en
vasos sanguineos corticales, el metabolismo mediante RT-qPCR de las enzimas Dio2 y Dio3, y la accién de
HT mediante la expresién del gen regulado por T3 Hr y de los receptores Thrat y Thrb1 en corteza e
hipocampo. Los resultados mostraron que las hembras 5XFAD presentan una disponibilidad periférica
normal de HT, acompafiada de una menor actividad funcional del eje hipdfisis-tiroides, en comparacion a
las hembras controles. Por el contrario, los machos 5XFAD exhibieron niveles plasmaticos menores y una
mayor actividad del eje, en comparacién a su contraparte control. Los animales 5XFAD muestran
contenido cerebral de T3y T4 similares a los controles, sin embargo, los machos 5XFAD mostraron mayor
presencia de MCT8 en los vasos sanguineos corticales, sugiriendo un mecanismo compensatorio. No se
detectaron alteraciones en la expresidn cerebral de las desyodasas ni de los receptores; sin embargo, la
expresion de Hr fue menor en las hembras 5XFAD, en comparacion a los controles. Estos hallazgos
sugieren que la EA afecta de manera sexo-especifica la produccidn y la disponibilidad periférica de HT, asi
como su transporte al cerebro y la expresién de un gen dependiente de T3. Este estudio remarca la
importancia de considerar las diferencias sexuales en los mecanismos de la enfermedad, y abre nuevas

perspectivas para su estudio.
PALABRAS CLAVES

Enfermedad de Alzheimer, hormonas tiroideas, diferencias sexuales, modelo 5XFAD.



2. ABSTRACT

Alzheimer’s disease (AD) is a neurodegenerative disorder that primarily affects older adults and is
characterized by the progressive loss of cognitive functions. Despite recent advances, its
pathophysiological mechanisms remain incompletely understood, and there are no effective treatments
targeting them. Recent studies have linked thyroid hormones (TH) to AD, as they regulate key genes such
as APP and Tau. Moreover, dysregulation of TH levels has been observed in both patients and animal
models of AD, and hypothyroidism, which shares clinical features with AD, is considered a risk factor.
Treatment with TH has been shown to improve cognitive symptoms of AD in hypothyroid patients and
animal models. However, the mechanisms underlying these alterations, as well as potential sex
differences, remain poorly explored. This study characterized peripheral and central TH levels, their
production, brain entry, metabolism, and action in 5XFAD transgenic mice, a model of AD, and in control
animals (n=32, 7 months old, both sexes). T3 and T4 levels were measured in plasma, cortex, and
hippocampus using radioimmunoassay. TH production was assessed through morphometry and
immunohistochemistry for TSH, thyroglobulin, PAX-8, and TTF-1. Brain TH entry was analyzed by evaluating
the transporter MCT8 in cortical blood vessels, metabolism by RT-qPCR for deiodinases Dio2 and Dio3, and
TH action through the expression of the T3-regulated gene Hr and receptors Thrat and Thrb1 in cortex and
hippocampus. Results showed that female 5XFAD mice exhibited normal peripheral TH availability,
accompanied by lower functional activity of the pituitary-thyroid axis compared to female controls. In
contrast, male 5XFAD mice showed lower plasma TH levels and increased axis activity relative to controls.
While 5XFAD mice displayed T3 and T4 brain content comparable to controls, males exhibited higher MCT8
expression in cortical blood vessels, suggesting a compensatory mechanism. No significant alterations
were detected in the cerebral expression of deiodinases or TH receptors; however, Hr expression was
lower in female 5XFAD mice compared to controls. These findings suggest that AD differentially affects,
in a sex-specific manner, the production and peripheral availability of TH, as well as their transport into the
brain and the expression of a T3-dependent gene. This study highlights the importance of considering sex

differences in AD mechanisms and opens new perspectives for future research.
KEYWORDS

Alzheimer’s disease, thyroid hormones, sex differences, 5XFAD model.



3. INTRODUCCION
3.1 ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegenerativo caracterizado por la pérdida
progresiva de funciones cognitivas, como la memoria, comportamiento y lenguaje (1). La EA representa la
mayoria de los casos de demencia, abarcando un 60 a 70% de ellos, segun la Organizacién Mundial de la
Salud (2). Actualmente, se estima que 55 millones de personas en el mundo padecen demencia, y se estima
que esta cifra se elevara a 139 millones para el afio 2050, debido al envejecimiento de la poblacién (3). Por

otro lado, en Chile el 1,06% de la poblacién padece EA u otra demencia (4).

La EA tiene dos etiologias principales: una genética y otra esporddica. La EA genética se presenta a
temprana edad (<65 afios) y se caracteriza por mutaciones autosémicas dominantes (5) en los genes de la
proteina precursora del amiloide (APP), presenilina 1 (PSEN1) y presenilina 2 (PSEN2) (6). Por otro lado, la
EA esporadica es la mas comdn y se presenta en edades avanzadas (>65 afios), siendo el envejecimiento

su principal factor de riesgo (7).

La EA se caracteriza por rasgos neuropatoldgicos distintivos, como la atrofia en el I6bulo temporal e
hipocampo; la acumulacién de placas de B-amiloide (AB) y los ovillos neurofibrilares de proteina Tau
hiperfosforilada en corteza cerebral e hipocampo (8,9). Respecto a las placas de AB, el procesamiento de
APP puede seguir dos rutas: una no amiloidogénica, mediada por la accidn inicial de la enzima a-secretasa,
y otra amiloidogénica, en la que participan las enzimas  y y-secretasas. Las proteinas PSEN1 y PSEN2
constituyen las subunidades cataliticas del complejo y-secretasa, responsable del corte final de APP en la
via amiloidogénica, en donde la accién secuencial de las § y y-secretasas sobre APP da origen a los péptidos
AB (10). Actualmente, se reconoce que los oligémeros formados por la isoforma de 42 aminoacidos del
péptido AB (AB.,) desempefian un papel central en la fisiopatologia de la EA, debido a su alta propension
a la agregacion e insolubilidad (11). Por su parte, la proteina Tau es una proteina asociada a microttbulos,
donde participa en su estabilizacion mediante la modulacién de la polimerizacién de la tubulina (12),
contribuyendo asi al mantenimiento de la estructura y funcién neuronal. En este contexto, la
hiperfosforilacién y acumulacién de Tau en ovillos neurofibrilares se ha identificado como un evento

patoldgico clave en el desarrollo y progresion de la EA (13).

Se ha sugerido que la acumulacién de estas moléculas andmalas podria causar neurotoxicidad, cambios
patoldgicos en las espinas dendriticas y defectos en la funcién sinaptica (14,15). Sin embargo, estos
mecanismos no logran explicar completamente las causas subyacentes de la EA (16), por lo que en los
ultimos anos se han considerado sélo como epifendmenos de la enfermedad (17) y se han abierto nuevas
lineas de investigacion para intentar comprender la complejidad de los procesos fisiopatoldgicos

asociados a la EA.



En este contexto, los modelos animales se han convertido en herramientas fundamentales para
profundizar en la fisiopatologia de la enfermedad y evaluar potenciales estrategias terapéuticas. Los
modelos animales se clasifican en tres grandes grupos: espontaneos, de intervencion y genéticamente

modificados (18).

Los modelos espontdneos se basan en animales envejecidos que de manera natural presentan declive
cognitivo, asf como alteraciones conductuales, neuroquimicas y morfoldgicas asociadas a la demenciay a
la EA (19,20). Por otro lado, los modelos de intervencion consisten en la administracion de farmacos para
manipular vias neuronales especificas, o en la administracién continua de AP directamente al cerebro
(18,21-23). Finalmente, los modelos genéticamente modificados han recibido especial atencién, dado que
los avances en ingenierfa genética permiten reproducir las principales caracteristicas de la EA sin
intervenciones quirdrgicas o farmacoldgicas, y sin la necesidad de esperar largos periodos para la aparicién
de los sintomas. Estos modelos emplean mutaciones en genes como APP, PSEN1y Tau, entre otros. Entre
los modelos genéticos mds utilizados se encuentran APP/PS1 (24), 3XTg (25), y 5XFAD. Este ultimo se
caracteriza por un rdpido desarrollo de las alteraciones tipicas de la EA, debido a que combina la mutacién
Sueca en APP (K670N/M671L) en el sitio de procesamiento de la f-secretasa (26), junto con las mutaciones
Florida (1716V) (27) y Londres (V7171) (28) en el sitio de procesamiento de la y-secretasa, ademas de dos
mutaciones adicionales en el gen PSEN1 (M146V y L286V) (29), que en conjunto potencian la generacién

del péptido AB,, y aceleran la patogénesis amiloide (30).

Con la ayuda de los modelos animales, actualmente laboratorios de todo el mundo estan dedicados al
estudio de nuevas vias implicadas en la fisiopatologia de la EA, incluyendo la disfuncidn mitocondrial, el
estrés oxidativo y la neuroinflamacidn, las que son consideradas clave en el inicio y/o progresién de la
enfermedad (31). La hipdtesis mitocondrial propone que las mutaciones en el ADN mitocondrial reducen
la eficiencia bioenergética y aumentan el estrés oxidativo, generando un ciclo de dafio que conduce, en
ultima instancia, una crisis energética que promueve la degeneracién neuronal (32,33) . En este escenario,
se han observado un incremento de los fendmenos de produccién de AP, hiperfosforilaciéon de Tau,
pérdida sinaptica y, finalmente, la neurodegeneracién (34). Por otra parte, la neuroinflamacién se plantea
como un mecanismo central en la EA, en el cual la activacidn crénica de astrocitos y microglia, junto con la
liberacidn de numerosas citoquinas proinflamatorias, favorece la acumulacién de AR y ovillos

neurofibrilares de Tau, potenciando la neurodegeneracién y la progresién de la EA (35).

Finalmente, entre las nuevas lineas de investigacion, recientemente se ha propuesto una asociacion entre
las hormonas tiroideas (HT) y la EA, abriendo nuevas vias para comprender los mecanismos subyacentes

de la enfermedad.



3.2 HORMONAS TIROIDEAS

La tiroxina (T4 o 3,5,3',5' tetrayodo-L-tironina) y la triyodotironina (T3 o 3,5,3' triyodo-L-tironina) son las
hormonas sintetizadas y secretadas por la glandula tiroides (36). Su liberacién es regulada por el eje
hipotdlamo-hipdfisis-tiroides (HPT): las neuronas del nticleo paraventricular del hipotdlamo secretan la
hormona liberadora de tirotropina (TRH), que promueve la liberacién de la hormona estimulante de la
tiroides (TSH) por parte de las células tirotropas de la glandula hipdfisis. A su vez, la TSH estimula la sintesis
y secrecion de HT en las células foliculares de la glandula tiroides. Finalmente, las hormonas T3y T4 en la

sangre regulan negativamente la liberacién de TRH y TSH (37).

La T4 es la principal hormona liberada por la gldndula tiroides, representando un 93%, en contraste con la
T3, que corresponde al 7% (38). La sintesis de HT se realiza en los foliculos tiroideos, y depende de la
disponibilidad de micronutrientes, como el yodo y el selenio (39). Para este proceso es necesario el ingreso
de yodo en forma de yoduro a través del cotransportador de yoduro-sodio (NIS), presente en lamembrana
plasmdtica basolateral de las células foliculares (40). Posteriormente, el yoduro se transporta hacia el
coloide a través del transportador pendrina (41), donde es oxidado por la enzima peroxidasa tiroidea
(TPO). El yodo oxidado se une a los residuos de tirosina de la tiroglobulina (TG), un proceso que también
es catalizado por la TPO, formando monoyodotirosina (MIT) y diyodotirosina (DIT) (42). Luego, las
hormonas T3 y T4 se producen mediante reacciones de acoplamiento oxidativo de DIT y MIT (43).
Posteriormente, las células foliculares internalizan la TG yodada mediante pinocitosis (44,45), a través de
la formacién de pequefias vesiculas en las zonas apicales de la membrana plasmatica. La TG yodada es
transportada hacia los lisosomas, donde es degradada por proteasas (46). Este proceso de protedlisis
libera como productos MIT, DIT, T3, T4, ademds de otras yodotirosinas en menor proporcidn, junto con
aminoacidos (47). Finalmente, T3 y T4 son transportadas a la circulacién sanguinea principalmente
mediante el transportador de monocarboxilato 8 (MCT8), y en menor medida por transportador de

monocarboxilato 10 (MCT10) (48,49).

Las caracteristicas morfoldgicas de los foliculos tiroideos son indicadores directos de su actividad
funcional. La altura del epitelio folicular se correlaciona con su estado: un epitelio columnar refleja alta
actividad, mientras que uno plano indica hipoactividad (50,51). A nivel del coloide, la presencia de zonas
de reabsorcidn, evidencian vacuolas endociticas de un intenso proceso de endocitosis y, por ende, mayor
actividad folicular (50,52,53). Finalmente, la distribucion de la TG es un marcador funcional dindmico. En
condiciones normales, la TG recién sintetizada se concentra en la region apical y es rdpidamente
endocitada para la produccién de HT, mientras que el exceso se almacena en el coloide de forma mds
estable, fenémeno descrito como “last-come, first-served” (54). Asi, la predominancia de TG en el borde
apical refleja una alta actividad secretora, mientras que su acumulacién en el coloide indica una menor

utilizacién funcional.



La sintesis de HT es regulada principalmente por la activacién del receptor de TSH, un miembro de la familia
de receptores acoplados a proteina G (55,56). La sefalizacién a través de su subunidad alfa activa
mecanismos que regulan la proliferacién de células foliculares, la produccién y liberacién de HT (57,58).
Esta cascada de sefializacién culmina en la activacién de factores de transcripcién tiroideos, como
transcription thyroid factor-1 (TTF-1) y paired-box-8 (PAX-8), los cuales regulan la diferenciacién de la

tiroides y la expresion de genes clave en la sintesis de HT (59), tales como NIS (60,61), TPO (62) y TG (63,64).

Una vez las HT son liberadas a la circulacién sanguinea, solo una pequefia fraccion circula en forma libre,
mientras que la gran mayoria se encuentra agregada a proteinas de unidn a HT, tales como la globulina
transportadora de tiroxina (TBG), la transtiretina (TTR) y la albdmina (65). Entre ellas, la TBG es la mas
abundante y presenta la mayor afinidad por las TH, seguida por TTR, y en menor grado, la albdmina (66).
Ademas de facilitar su transporte, estas proteinas protegen alas HT del medio acuoso plasmatico y acttan
como un reservorio dindmico que amortigua variaciones transitorias en las concentraciones libres de T3 y

T4, garantizando asf un suministro constante hacia los tejidos blanco (67,68).
3.3 TRANSPORTE DE HORMONAS TIROIDEAS HACIA EL CEREBRO

Para alcanzar el parénquima cerebral, las HT deben atravesar la barrera hematoencefdlica (BHE) y la
barrera sangre-liquido cefalorraquideo (BSLCR) a través de transportadores especificos. La BHE presenta
una superficie que es 5.000 veces mayor en comparacion con la de la BSLCR (69). Por esta razén, la mayor
parte de las HT ingresan al cerebro a través de la BHE, representando alrededor del 80%, en comparacidn
con el 20% que lo hace a través de la BSLCR (70). Ademas, la BHE presenta una menor distancia entre
neuronas y microvasculatura (69). Debido a estas caracteristicas, la BHE es el sitio mds relevante para

estudiar el transporte de HT hacia el parénquima cerebral (71).

Las HT atraviesan las barreras cerebrales mediante transportadores para distribuirse en el liquido
extracelular, desde donde ingresan a las células neurales también a través de proteinas transportadoras.
Los transportadores de HT son proteinas transmembrana que pertenecen a la superfamilia del gen
portador de solutos (SLC), con diversas variantes distribuidas de manera diferente en los tejidos del
organismo. Los transportadores mas relevantes en tejido cerebral son MCT8 y polipéptidos
transportadores de aniones orgéanicos 1C1 (OATP1C1), debido a que son los mas abundantemente

expresados en las barreras cerebrales (72).

La funcidn de estas proteinas es facilitar el paso de HT desde la circulacién sanguinea hacia el parénquima
cerebral y desde el espacio extracelular a las células diana (72-74). El transportador MCT8 es una proteina
de 12 dominios transmembrana (75) que permite el paso exclusivo de HT a través de la membrana
plasmatica, permeando T4, T3, rT3 (3,3',5' triyodo-L-tironina) y T2 (3,3' diyodo-L-tironina) dentro y fuera de

la célula, con una mayor afinidad por T3 (74,76). El transportador OATP1C1, también una proteina con 12
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dominios transmembrana (77,78), permite el paso de manera especifica de T4, rT3 y formas sulfatadas de
T4 (73,79)- Tanto MCT8 como OATP1C1 se han identificado en las células endoteliales de la BHE, en células
epiteliales de la BSLCR y en ependimocitos (80,81), asi como en distintos tipos de células cerebrales,

incluyendo neuronas, astrocitos, oligodendrocitos y glia radial (82-84).

Es importante sefialar que existen diferencias significativas en la expresion de estos transportadores entre
roedores y humanos. En roedores, la BHE expresa tanto MCT8 como OATP1C1. Sin embargo, en humanos
y otros primates, la BHE contiene MCT8, pero muestra escasas cantidades de OATP1C1 (81,85). En este
contexto, modelos roedores experimentales han demostrado que la ausencia de MCT8 reduce el ingreso
de T3 al cerebro; sin embargo, la presencia de OATP1C1 permite que T4 contintie ingresando y se convierta
localmente en T3, evitando alteraciones severas. En cambio, la doble delecién de MCT8 y OATP1C1 genera
una deprivacidon hormonal cerebral grave, con consecuencias estructurales y funcionales significativas

(86).

3.4 METABOLISMO CEREBRAL DE HORMONAS TIROIDEAS

La disponibilidad de HT en el cerebro depende tanto de su ingreso desde la circulacién sanguinea, como
de una fina regulacidn intracelular por parte de las enzimas desyodasas, especialmente en neuronas y

astrocitos.

El principal mecanismo para generar T3 localmente en el cerebro es mediante la conversién de T4 a T3,
siendo responsable de hasta el 80% de la T3 activa generada de esta manera (87), mientras que, en
roedores se estima que la mitad de la T3 cerebral se origina de la conversidn local y la otra proviene
directamente del plasma sanguineo (88). A través del proceso de desyodacién secuencial, las enzimas
desyodasas, un grupo de selenoproteinas, regulan los niveles intracelulares de HT mediante su activacién
e inactivacién (89). Existen tres tipos de desyodasas: DIO1, DIO2 y DIO3. Tanto DIO1 como DIO2 convierten
T4 en T3 e inactivan T3 en T2 mediante la eliminacién del yodo en la posicién 5' del anillo externo. En
contraste, DIO3 lleva a cabo la desyodacidn en la posicion 5 del anillo interno, lo que inactiva tanto T4

como T3, produciendo rT3 y T2, respectivamente (90,91).

Se ha demostrado una expresion predominante de Dio2 en astrocitos y tanicitos (92,93), y expresion de
Dio3 en neuronas piramidales del hipocampo y corteza cerebral (94). En consecuencia, las neuronas, que
son las principales células objetivo de T3, dependen del suministro de esta hormona que proporcionan los
astrocitos circundantes (95) y regulan las concentraciones intracelulares en forma independiente segun

sus necesidades fisioldgicas.

En consecuencia, los niveles cerebrales de DIO2 y DIO3 son esenciales para mantener la homeostasis en el
cerebro y asi la correcta funcidn en las HT en la regulacion de la expresién de los genes dependientes de

T3.
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3.5 MECANISMOS DE ACCION DE LAS HORMONAS TIROIDEAS

Una vez que la T3 se encuentra disponible en las neuronas, se dirige al ntdcleo para unirse a los receptores
nucleares de hormonas tiroideas (RHT) e iniciar un mecanismo de regulacién de la expresién de genes
diana. Los genes TRa y TRB codifican los receptores TRa1, TRa2, y TRB1 y TRB2, respectivamente. Estos
corresponden a factores de transcripciéon regulados por ligando, que varian en su capacidad de unién a T3

y en su distribucidn tisular (96,97).

La distribucién y funcién de los RHT TRa1, TRB1y TRB2 han sido ampliamente caracterizadas en el cerebro
adulto de roedores. TRa1 constituye cerca del 70% del total de RHT (98) y se localiza principalmente en
neuronas de la sustancia gris, incluyendo neocorteza, hipocampo, cuerpo estriado, cerebelo e hipotalamo
(99). En contraste, TRB1 muestra una expresién menos abundante, pero con un patrén mas difuso en todo
el cerebro (100). Por su parte, TRB2 se restringe en gran medida al hipotalamo (101,102) y la hipdfisis
anterior (103,104), donde participa en la retroalimentacién negativa del eje HPT (105,106). Por otro lado,
los RHT estan altamente expresados en neuronas del hipocampo y del prosencéfalo basal (107), y se ha

demostrado que estas hormonas regulan la neurogénesis en el giro dentado durante la etapa adulta (108).

Los RHT ejercen sus funciones tanto como aporreceptor, es decir, en ausencia de su ligando; como
holoreceptor, es decir, como un complejo ligando-receptor. En ausencia de T3, los RHT reclutan
correpresores transcripcionales como N-CoR o SMRT, los que compactan la cromatina, reprimiendo la
transcripcion del gen objetivo. Por otro lado, la T3 al interactuar con sus receptores nucleares, disocia estos
complejos represores y se unen al ADN en regiones especificas denominadas elementos de respuesta a T3
(TRE), para luego reclutar coactivadores transcripcionales como Tript o SRC-1, los que acetilan la

cromatina, promoviendo asi la transcripcién de genes diana (71,109-111).

Se estima que la T3 regula positiva (induce o aumenta) o negativamente (inhibe o disminuye) en la
expresién de entre 500 y 1,000 genes en el sistema nervioso (72,112). Uno de los genes regulados por T3 y
mas estudiado es Hairless (Hr). Esta es una proteina dedos de zing, y la expresién de su gen depende del
ciclo del pelo. Ademas de expresarse en la piel y foliculos pilosos, la proteina HR también se expresa en
cantidades significativas en el cerebro (111,113). En esta area, HR actdia como un correpresor, facilitando la
represion transcripcional por parte de los RHT como aporreceptores (114). El gen Hr contiene TRE, por lo
tanto, es rdpidamente afectado ante la accién de esta hormona, lo que sefiala que Hr es un mediador clave
de las HT en el cerebro y que es un buen indicador de la accién de estas hormonas (111). Se ha demostrado
que, en condiciones de hipotiroidismo, la reduccién de la sefalizacién de T3 en el cerebro conduce a una
disminucién de la expresidon de genes regulados positivamente, como Hr y Kcnj10; y a un aumento de la
expresién de genes regulados negativamente, como Etnppl y Hmgcs (115,116). Estos genes, al ser sensibles

a las concentraciones de T3, son indicadores del contenido intracelular de HT.
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3.6 DISFUNCION DE LAS HORMONAS TIROIDEAS

La mayoria de los genes regulados por T3 se expresan y regulan principalmente desde el nacimiento hasta
las seis semanas postparto, aunque la T3 también ejerce efectos en el cerebro adulto. La T3 ha sido descrita
como reguladora de procesos como la mielinizacién, neurogénesis, sinaptogénesis, diferenciacion

neuronal, migracion celular, ramificacién de neuritas, citoesqueleto y ritmos circadianos, entre otros (71).

Las alteraciones en los niveles de HT pueden tener efectos profundos en el sistema nervioso central, tanto
durante el neurodesarrollo como en la adultez. Durante el desarrollo, un déficit de HT puede causar dafios
estructurales y fisioldgicos irreversibles (110), los cuales se han asociado con enfermedades del
neurodesarrollo como autismo, trastorno por déficit de atencién con hiperactividad, epilepsia y
esquizofrenia (117). Un ejemplo de las consecuencias de un déficit de T3 durante el desarrollo es el
Sindrome de Allan-Herndon-Dudley, causado por una mutacién en MCT8 y caracterizado por un retraso

neuropsicomotor, con alteraciones en la sinaptogénesis, mielinizacién y diferenciacién neuronal (118).

En el adulto, tanto el hipotiroidismo como el hipertiroidismo pueden causar, ademds de complicaciones
metabdlicas, trastornos psiquiatricos, neuroldgicos y deterioro cognitivo. Entre las manifestaciones
reportadas se incluyen disforia, ansiedad, depresién, inquietud, labilidad emocional y dificultad para
concentrarse (119,120). En particular, en pacientes con hipertiroidismo se han descrito alteraciones del
animo, irritabilidad, ira, depresién, ansiedad, agotamiento, inhibicién e incluso insomnio (121,122). Por otro
lado, en el hipotiroidismo se han observado alteraciones del animo, asi como deterioro en el aprendizaje,
la memoria, la atencidn, la fluidez verbal, las habilidades visoespaciales y la velocidad motora (123-125).

Finalmente, en casos de hipotiroidismo severo, un sintoma caracteristico es la demencia (126).

En consecuencia, es fundamental mantener niveles normales de HT para asegurar la formaciodn,

maduracién y mantenimiento de un funcionamiento éptimo del sistema nervioso(127).

Finalmente, es importante mencionar que el hipotiroidismo e hipertiroidismo, junto con sus
complicaciones, pueden ser manejadas con el tratamiento adecuado. En el caso del hipotiroidismo, se
administra T4 para restaurar los niveles de hormona T4 y T3 en los tejidos (128). Para el hipertiroidismo, se
utilizan farmacos como el metimazol y propiltiouracilo para reducir la produccién excesiva de HT en la

glandula tiroides (129).

3.7 HORMONAS TIROIDEAS Y LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Numerosos estudios recientes han propuesto una asociacion entre la EA y una disfuncién de las HT (130-
133). Se han descrito similitudes en las manifestaciones clinicas del hipotiroidismo y la EA, como
desorientacion, confusién y defectos de memoria, y en casos severos, demencia (134). Ademas, los

cambios histopatolégicos observados en el cerebro durante el hipotiroidismo, como la atrofia cortical, el
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ensanchamiento de los surcos y espacios del liquido cefalorraquideo subaracnoideo, son similares a los
reportados en pacientes con EA (135,136). Esto ha llevado a la sugerencia de que una disfuncién de la
tiroides podria ser un factor de riesgo para la EA (137). Por otro lado, como se menciond anteriormente, la
T3 regula un amplio conjunto de genes, lo que sugiere que podria existir una desregulacién génica mediada
por esta hormona en EA. En este contexto, se ha demostrado que la T3 modula tanto la expresién como
el empalme de los transcritos de Tau y APP, genes clave en la fisiopatologia de la EA (138-140). Estos
hallazgos refuerzan el papel relevante de las HT en los mecanismos fisiopatoldgicos asociados a la

enfermedad.

Existen diversos estudios clinicos que han investigado el estado de las HT en pacientes con EA. En relacién
con la TSH, se han reportado tanto niveles bajos (141-144), como altos (145,146) en suero de pacientes con
EA en comparacidén con los controles. Ademas, se ha encontrado que los sujetos con TSH elevada sin
hipotiroidismo, presentan tres a cuatro veces mds riesgo de demencia en comparacién con aquellos con

niveles normales de TSH (145).

En cuanto a los niveles de T3 y T4 en pacientes con EA, se han reportado niveles altos de T4 en suero en
contraste con el grupo control (144), asi como una asociacién entre niveles elevados de T4 libre y total con
un mayor ndmero de ovillos neurofibrilares y placas neuriticas en la corteza cerebral (147). Por otro lado,
se han reportado niveles bajos de T3 y/o T4 total y libre en suero de pacientes con EA en comparacién a

los controles (131,132,143).

Aunque estos antecedentes constituyen una evidencia clinica sélida que respalda la asociacién entre una
disfuncion de las HT y la EA, aliin no existe consenso respecto a si los niveles sanguineos de TSH, T3y T4 se
encuentran aumentados o disminuidos en la EA. Ademas, los mecanismos que podrian explicar esta

desregulacién siguen sin esclarecerse.

Para comprender estas alteraciones periféricas observadas y sus posibles mecanismos, es necesario
estudiar de manera integral el eje tiroideo. Esto implica analizar la regulacién hormonal a nivel de la
hipdfisis mediante la evaluacién de la produccidn de TSH; asi como estudiar la glandula tiroides para
analizar la produccién de T3 y T4; y finalmente la realizar la medicion de los niveles séricos de T3y T4, para
estimar la disponibilidad sistémica. No obstante, es importante considerar que los niveles periféricos de
HT no reflejan con exactitud el contenido y efectos cerebrales de la T3, ya que estos estdn modulados por
la expresién de transportadores de HT (ingreso), desyodasas (metabolismo local) y receptores de T3

(accién), que en conjunto determinan su disponibilidad y accidn en el sistema nervioso central.

La evidencia respecto al contenido cerebral de HT en la EA es limitada. Davis et al. (2008) evaluaron T3 y
T4 en corteza prefrontal post mortem de pacientes con EA, encontrando valores normales en fases

iniciales y una reduccién de T3 en estadios avanzados (148).
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Finalmente, en base a lo anterior, resulta esencial investigar el contenido cerebral de T3 y T4, asi como los
mecanismos que regulan su entrada y metabolismo en dreas afectadas por la EA, como la corteza cerebral
y el hipocampo. Hasta la fecha, no existen estudios que hayan evaluado los transportadores de HT, ni la
accion de DIO2 y DIO3 en el contexto de la EA. Sin embargo, existe un estudio que analizd la expresion de
RHT en cerebros de pacientes con EA, donde se observé menores niveles del ARNm de THRA en el
hipocampo en comparacién con controles (149). Esto sugiere que una menor expresion del ARNm de THRA
podria resultar en una baja accién de T3 en el cerebro, contribuyendo a la patogénesis de la EA. Por esta

razén, es importante conocer la accién genémica de la T3 en los RHT en el cerebro afectado por la EA.

En resumen, para el planteamiento de la hipdtesis y objetivos de esta tesis es necesario recordar lo

siguiente:

Diversos estudios han vinculado la disfuncién tiroidea con la EA, incluyendo similitudes clinicas e
histopatoldgicas con el hipotiroidismo, alteraciones en los niveles periféricos de HT, TSH y TRH, cambios
en la expresién de RHT en el cerebro y en la expresién de genes dependientes de T3 claves en la EA. Debido
a que aln no se tiene claridad de las concentraciones de T3 y T4 a nivel periférico y central, y a que no se
conocen los mecanismos de disponibilidad (niveles de T3 y T4, produccidn, transporte y metabolismo) y
accion de las HT (regulacion de genes diana y RHT) en el contexto de la EA, es necesario caracterizar estos

aspectos en un modelo animal de la enfermedad.
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACION E HIPOTESIS

¢Cémo son los niveles centrales y periféricos de T3 y T4, y sus mecanismos de disponibilidad y accién

cerebral en el modelo murino 5XFAD de la EA, en comparacién con animales wild-type?

La EA presenta una alteracién en la disponibilidad de HT, producto de una disfuncién en su produccidn,
transporte, metabolismo o receptores, afectando la accién de T3 en el cerebro en la regulacion de la

expresion de genes diana.

5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Analizar los niveles centrales y periféricos de T3 y T4, y sus mecanismos de disponibilidad y accién en el

cerebro del modelo murino 5XFAD de la EA, en comparacién con animales wild-type.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar las concentraciones periféricas de T3y T4 en plasma de ratones 5XFAD y controles wild-type.

2. Caracterizar el funcionamiento del eje hipdfisis-tiroides en la regulacién y produccién de T3 y T4 en

ratones 5XFAD y controles wild-type.

3. Determinar el contenido cerebral de T3 y T4 en hipocampo y corteza cerebral de ratones 5XFAD y

controles wild-type.

4. Determinar la expresidn de la proteina transportadora MCT8 en la BHE de ratones 5XFAD y wild-type.

5. Determinar la expresidn del ARNm de las desyodasas Dio2 y Dio3 en hipocampo y corteza cerebral de

ratones 5XFAD y wild-type.

6. Determinar la expresion del ARNm del gen dependiente de T3 Hr y los RHT TRa y TR8 en hipocampo y

corteza cerebral de ratones 5XFAD y wild-type.
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6. DISENO EXPERIMENTAL

GRUPOS EXPERIMENTALES | | [
— | 4 ',;
7 meses, n=32 E ‘ | } q
Ratones C57BL/6 wild-type (WT) [
Ratones 5XFAD: mutaciones Sueca, Florida, Londres, M146 y L286V I-_I— A
WT SXFAD m Plasma Tiroides Hipdfisis
E RIA-T3y T4 PAS - Morfologia H-E - Morfologia
IHQ - TG, TTF-1, PAX-8 IHQ - TSH
IHQ - MCT8
- b —
é | ‘ Lé.i.n;\o frontal
E A \;i AN RIA-T3yT4
Q 4 RT-qPCR - DIO, HR, RHT
3 =L \
4
n==8 n=8 ‘ Hipocampo
Corteza cerebral

Figura 1. Disefio experimental. Se detallan los grupos experimentales y tamafio muestral (izquierda), asi como los experimentos

realizados a nivel periférico y del sistema nervioso (derecha).

Se utilizaron 16 ratones 5XFAD y 16 controles C57BL/6J, de ambos sexos y 7 meses de edad. El estudio se
dividié en andlisis periféricos y centrales. Para los primeros, se extrajo plasma para medir T3 y T4 por
radioinmunoensayo (RIA). Asimismo, se recolectaron gldndulas tiroides e hipdfisis para evaluar morfologia
mediante la técnica de acido peryddico de Schiff (PAS) e inmunohistoquimica (IHQ) para TG, TTF-1y PAX8
en tiroides, y TSH en hipdfisis. En cuanto a los estudios centrales, se utilizé el I6bulo frontal para cuantificar
el transportador MCT8 en vasos sanguineos corticales por inmunohistoquimica, y se diseccionaron
hipocampo y corteza para determinar T3 y T4 por RIA y para evaluar la expresién de los genes Dio2, Dio3,
Hr, Thra1y Thrb1 mediante reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa con transcripcién reversa (RT-

gPCR) (Figura 1).
7. MATERIAL Y METODOS

Este trabajo de investigacion se inicid en marzo del afio 2024, durante una estancia en el Instituto de
Investigaciones Biomédicas Sols-Morreale (IIBM), Madrid, Espafia. Durante el mes de marzo se realizé la
eutanasia de los animales de experimentacion, extraccidon de sangre, tiroides y cerebro, la diseccién de la
corteza cerebral, hipocampo e hipdfisis, asi como su procesamiento histoldgico hasta su inclusién en
bloques de parafina. Ademads, se realizaron los experimentos de RIA en colaboracién con el equipo de
IIBM. Los experimentos morfoldgicos y de inmunohistoquimica se realizaron en el Laboratorio de
Neuroendocrinologia, mientras que las RT-qPCR en el Laboratorio de Biologia Molecular, ambos de la

Facultad de Medicina de la Universidad de Valparaiso.
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71 ANIMALES

Todos los animales de este proyecto fueron obtenidos de The Jackson Laboratory, EE.UU. a través de

Charles River Laboratories, Francia y mantenidos en el animalario del IBM, Madrid, Espafa.

Los animales estuvieron en condiciones de agua y comida ad libitum, ciclos de luz-oscuridad de 12 horas, y
una temperatura de 22°C. Todos los experimentos fueron realizados en 16 ratones 5XFAD (B6.Cg-
Tg(APPSwFILon,PSEN1*M146L*L286V)6799Vas/Mmijax), y 16 ratones controles C57BL/6J (wild-type, WT)
(8 hembras y 8 machos en cada grupo) adultos de 7 meses de edad. Los ratones 5XFAD fueron generados

y donados a The Jackson Laboratory por el laboratorio de Robert Vassar, Northwestern University (30).

El manejo y utilizacidn de animales de experimentacidn para este proyecto fue aprobado por el Comité
Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la Universidad de Valparaiso (CICUAL
UV) (acta de aprobacién BEA193-23), y por la Direccidén General de Agricultura, Ganaderia y Alimentacién
de la Comunidad de Madrid (cédigo de registro ES280790000188) (Anexo 1). Por otro lado, la aplicacidn
de las medidas de bioseguridad correspondientes en el protocolo experimental fue certificado por el

Comité de Bioseguridad de la Universidad de Valparaiso, acta de aprobacién BS05-23 (Anexo 2).
7.2 EUTANASIA Y PROTOCOLO DE EXTRACCION DE MUESTRAS

Los animales fueron anestesiados con una inyeccién intraperitoneal de 1 ml de Ketamina (100 mg/ml) y 0,2

ml de Metedomidina hidrocloruro (1 mg/ml).

Se obtuvo sangre procedente de la cavidad orbitaria de los animales, la cual fue almacenada en un tubo
con heparina de litio de 0,5 ml. Posteriormente, los animales fueron perfundidos con 20 ml de Buffer
Fosfato Salino 0,01M autoclavado. Con la ayuda de una lupa estereoscdpica, se extrajo la traquea junto
con la gldndula tiroides. Finalmente, se extrajo el cerebro, el que fue pesado antes de ser diseccionado,

para obtener muestras de Iébulo frontal, corteza cerebral, hipocampo e hipdfisis.
73 RADIOINMUNOENSAYO

Con el objetivo de determinar la disponibilidad periférica y cerebral de HT, se cuantificaron las
concentraciones de T3 y T4 en el plasma sanguineo, corteza cerebral e hipocampo de ratones mediante

RIA.

Las muestras de sangre se centrifugaron a 3000 rpm durante 20 minutos para la obtencidn del plasma. El

hipocampo y la corteza fueron congelados, pesados en seco y homogeneizados con un politrén.

Se sintetizaron ["*1]-T, y ['*I]-T, de alta actividad especifica (3000 uCi/ug) mediante yodacién de (3-5)-T,
(Sigma, D0629) y L-T; (Sigma, T2877) con [*1] (Perkin Elmer, NEZ033A), siguiendo el método de Morreale

de Escobar et al. (1985) (150) y sus actualizaciones posteriores (151,152). Brevemente, T, y T, fueron
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extraidos de 80 pL de plasma usando metanol (1:6), evaporados hasta sequedad y reconstituidos en buffer
de RIA. Para cortezas hemicerebrales e hipocampos agrupados (dos por muestra), las hormonas fueron
extraidas con metanol-cloroformo, y la fase acuosa fue re-extraida con Cacl, al 0,05%. Los extractos fueron
posteriormente purificados y eluidos en acido acético al 70% mediante columnas de intercambio iénico
DOWEX AG 1-X2 (Bio-Rad, 140-1251). Las tasas de recuperacion se determinaron afiadiendo trazas de [**1]-

T,y ['#1]-T, a homogeneizados de tejido antes de la extraccidn.

Los extractos purificados se cuantificaron mediante un RIA de alta sensibilidad, con rangos de deteccién
de 0,4-50 pg de T, y 2,5-320 pg de T, por tubo. El coeficiente de variacion intraensayo fue de 5%, y la

variabilidad interensayo oscilé entre 10% y 15%.
7.4 ANALISIS MORFOLOGICOS

Se realizaron estudios histolégicos en muestras de hipdfisis y tiroides, con el objetivo de caracterizar el

funcionamiento del eje hipdfisis-tiroides en la regulacién y produccién de T3 y T4.

Para esto, las muestras obtenidas fueron fijadas en paraformaldehido 4% durante 24 horas a 37°C.
Posteriormente, se realizaron cambios en alcoholes ascendentes y xilol, para finalmente ser embebidos

en bloques de parafina.

Se realizaron cortes de 3 micras para hipdfisis y 5 micras para tiroides utilizando un micrétomo rotatorio
(SRM-200, Sakura). Posteriormente, con el fin de evaluar la histoarquitectura glandular, los cortes fueron
desparafinados y rehidratados para realizar la técnica de hematoxilina-eosina para glandula hipdfisis, y
acido peryddico de Schiff (PAS) para glandula tiroides. Se obtuvo una microfotografia representativa de

cada glandula y animal estudiado, en hipdfisis a 4x, y en tiroides a 4X, 10Xy 40X.

En la hipdfisis, se cuantificd el drea promedio de los I6bulos de la adenohipdfisis. En la tiroides, se cuantificd
el drea promedio de los Iébulos, el nimero total de foliculos tiroideos, el area promedio de los foliculos, y
la altura celular. Adicionalmente, se calculé un indice de reabsorcién, definido como la relacién entre el
ndmero total de foliculos y la cantidad de foliculos que presentaban zonas de reabsorcidn, las cuales

fueron contabilizadas manualmente mediante inspeccién microscépica.
7.5 INMUNOHISTOQUIMICA

Se realizé la técnica de inmunohistoquimica en muestras de hipdfisis y tiroides con el objetivo de evaluar
la regulacion y produccién de T3 y T4; y en muestras de I8bulo frontal, con el objetivo de describir la

expresion del transportador de HT MCT8 en la BHE.

El procedimiento consistié en desparafinar los cortes de hipdfisis y tiroides, rehidratarlos y realizar una

recuperacion antigénica en buffer citrato pH 6 en olla a presién por 33 minutos, para posteriormente
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dejarlos enfriar durante 15 minutos a temperatura ambiente en agitacién. Los cortes fueron tratados con
peréxido de hidrégeno al 3% en agua destilada por 30 minutos en agitacidn, para bloquear la peroxidasa
enddgena, seguido de un bloqueo de sitios inespecificos con una solucién de suero de cabra 5%, Tritén X-
100 0,1% y suero de albumina bovina 4%, posteriormente con CAS-Block (008120, Invitrogen), ambos
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, los tejidos fueron incubados con los
anticuerpos primarios correspondientes a las diluciones éptimas. Para la hipdfisis, se utilizé el anticuerpo
TSHbeta (BS-2676R, Bioss, 1:500) para identificar y analizar las células tirotropas de la adenohipdfisis. Para
la tiroides, se utilizé TG (sc-365997, Santa Cruz Biotechnology, 1:100), TTF-1 (sc-53136, Santa Cruz
Biotechnology, 1:100) y PAX-8 (sc-81353, Santa Cruz Biotechnology, 1:100), para estudiar el proceso de
produccién de T3 y T4. Para el Iébulo frontal, se aplicé MCT8 (HPA072719, Sigma-Aldrich, 1:100) para
caracterizar la expresion del transportador de HT en la BHE de la corteza cerebral. Luego del anticuerpo
primario, se incubé con los anticuerpos secundarios (BSB0203, BioSB; 11103500, Jackson
ImmunoResearch, 1:500 (TSHbeta), 1:250 (MCT8); SAB3701073, 1:250 (TTF-1, PAX-8, TG) y se reveld
utilizando diaminobencidina (D5637, Sigma-Aldrich, 0.5 mg/mL) para visualizar el marcaje

inmunohistoquimico.

Para el andlisis de la hipdfisis, se capturé una microfotografia representativa de la adenohipdfisis por cada
animal, con un aumento de 40x. Se cuantificaron la intensidad y el drea promedio de inmunomarcaje en el

citoplasma de las células tirotropas.

En el caso de la tiroides, se obtuvo una microfotografia representativa por cada I6bulo del animal a 40x, y
se cuantificd la intensidad promedio de inmunomarcaje en diferentes regiones seguin el anticuerpo
empleado: los nicleos de las células foliculares con PAX-8 y TTF-1, y el coloide con TG. Para PAX-8 y TTF-1,
se selecciond una imagen representativa por animal y se midié la intensidad promedio de inmunomarcaje.
En el caso de la TG, se evalud de manera semi-cuantitativa el patrén y la intensidad del marcaje en una
escala de tres niveles: leve (+), moderada (++) e intensa (+++), tomando en cuenta el color observado en
el borde apical. Esta evaluacién fue realizada de forma independiente por dos observadores a un aumento

de g4ox.

Finalmente, para el Iébulo frontal, se seleccioné una microfotografia por animal de un vaso sanguineo
representativo en la corteza cerebral, con aumento 40x, y se cuantificé la intensidad promedio de

inmunomarcaje en el endotelio vascular.

Para todos andlisis morfoldgicos y de IHQ se utilizé un microscopio éptico Olympus doble observador

(Olympus CX43RF), una cdmara Motic (Moticam 4000) y el software ImageJ.
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7.6 EXTRACCION DE ARN Y PCR CUANTITATIVA CON TRANSCRIPCION REVERSA

Se aislé ARN total de la corteza cerebral e hipocampo utilizando el kit Quick-RNA™ MiniPrep (Zymo
Research, R1054), siguiendo las instrucciones del fabricante. La concentracién y pureza del ARN fueron
determinadas mediante un fluorémetro Quantus™ (Promega, E6150). A partir de 250 ng de ARN total se
sintetizé el ADN complementario (ADNc) utilizando el kit iScript™ ADNc Synthesis Kit (Bio-Rad
Laboratories, 1708891). Para el analisis cuantitativo, se utilizé una alicuota de ADNc equivalente a 5 ng del

ARN total inicial.

La RT-gPCR se realizé utilizando el reactivo SsoAdvanced Universal SYBR® Green Supermix (Bio-Rad
Laboratories, 1725274), en un sistema de deteccién CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-
Rad). Las condiciones del ciclo térmico consistieron en una desnaturalizacién inicial a 95 °C durante 10
minutos, seguida de 40 ciclos de amplificacion de 15 segundos a 95°C y 1 minuto a 60 °C. Todas las
reacciones se realizaron por triplicado técnico, cuyos valores se promediaron. Se utilizaron los genes
GAPDH y ARN ribosomal 18S (18S) como genes de referencia. Los datos se expresan en relacién con el
promedio de los genes de referencia, como veces de cambio respecto a los valores promedio obtenidos

de los machos WT.

Se evaluaron los niveles de expresion de desyodasas Dio2 y Dio3, el gen dependiente de T3 Hr, y los RHT

Thray Thrb, utilizando los siguientes promotores:

Forward Dio2: 5-GTCCGCAAATGACCCCTTT-3'
Reverse Dio2: 5-CCCACCCACTCTCTGACTTTC-3'
Forward Dio3: 5-GTTTTTGGCTTGCTCTCAGG-3'
Reverse Dio3: 5-CAACAAGTCCGAGCTGTGAA-3'
Forward Hr: 5-AGCACTGTGTGGCATGTGTT-3'
Reverse Hr: 5-AACCCTGCATCCAAGTAGCA-3'
Forward Thra: 5-CATCTTTGAACTGGGCAAGT-3'
Reverse Thra: 5-CTGAGGCTTTAGACTTCCTGATC-3'
Forward Thrb: 5"-AACCAGTGCCAGGAATGTCG-3’
Reverse Thrb: 5-CTCTTCTCACGGTTCTCCTC-3'

8. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se presentan como media = desviacidn estdndar. Los graficos se presentan como media * error
estandar. Los valores atipicos fueron identificados y excluidos mediante el método ROUT (Q=1%). La
distribucién de los datos fue evaluada mediante la prueba de Shapiro-Wilk. Dependiendo de la distribucidn,
las comparaciones entre grupos se realizaron utilizando pruebas paramétricas o no paramétricas. Cuando

todos los grupos experimentales cumplieron con los supuestos de normalidad, se utilizé la prueba ANOVA
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de dos vias, seguida de la prueba post-hoc de Sidak para comparaciones multiples, considerando los
factores genotipo x sexo x variable de resultado. En los casos en que uno o mas grupos no cumplieron con
la normalidad, se aplicaron comparaciones multiples entre grupos individuales mediante pruebas t de
Student (si ambos grupos presentaban distribucién normal) o Mann-Whitney U (si uno o ambos grupos
no presentaban distribucién normal), seglin correspondiera. Para las figuras 2A-B, 3D, 5A, 6C, 12B y 14(, la
significancia estadistica se evalué mediante la prueba de t de Student o la prueba de Mann-Whitney, segtin
la distribucién de los datos. Para las figuras 3A, 3C, 4A, 5B, 6A-B, 8A, 9A, 10A-D, 11A, 12A, 12C-D, 13A-B, 14A-

By 14D, se realizé un ANOVA de dos vias, seguido de la prueba post-hoc de Sidak.

Las diferencias estadisticamente significativas se indican de la siguiente manera: p < 0,05 (¥), p < 0,01 (**),
p < 0,001 (***) y p < 0,0001 (¥***), no significativo (ns). Todos los andlisis estadisticos y graficos se

realizaron utilizando GraphPad Prism (GraphPad Software, La Jolla, CA, EE.UU.).

22



9. RESULTADOS

Los resultados a continuacién presentan una organizacion que sigue las dreas anatémicas y funcionales
estudiadas, con un flujo coherente desde los sistemas reguladores periféricos hacia los mecanismos
locales en el cerebro, con el fin de facilitar la lectura e interpretacion integrada de los hallazgos dentro de

cada compartimento fisioldgico.
9.1 MENORES NIVELES PLASMATICOS DE T3 Y T4 EN RATONES MACHO 5XFAD

Con el fin de caracterizar la disponibilidad periférica de HT en el modelo de la EA, se cuantificaron las

concentraciones plasméticas de T4 y T3 en ratones 5XFAD y controles.

Los ratones macho 5XFAD presentaron niveles plasmaticos significativamente mas bajos de T4 (30,29 *
7,91 ng/mL) y T3 (383,0 * 45,76 ng/mL) en comparacion con sus controles WT (T4: 42,33 9,21 ng/mL; T3:
474,6 * 92,02 ng/mL). Por el contrario, las hembras 5XFAD no mostraron diferencias significativas en los
niveles plasmaticos de T4 (49,44 * 8,96 ng/mL) ni de T3 (473,4 * 124,50 ng/mL) respecto de las hembras
WT (T4: 58,43 + 8,75 ng/mL; T3: 507,8 + 129,30 ng/mL) (Figura 2).

A Niveles plasmaticos de T4 B Niveles plasmaticos de T3
*
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Figura 2. Niveles plasmaticos de T4 y T3 en ratones 5XFAD y WT. Niveles plasmaticos de T4 (A) y T3 (B) en ratones 5XFAD y WT de
ambos sexos. Los ratones 5XFAD machos presentan niveles significativamente menores de T4 y T3 en comparacién con los machos
WT, mientras que no se observan diferencias significativas entre los genotipos femeninos. En ambos paneles, las hembras presentan
niveles hormonales mas altos que los machos dentro de cada genotipo. ns: no significativo. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001. (A, B:
n=32).

Al comparar entre sexos, tanto en el grupo WT como en el 5XFAD, las hembras mostraron niveles
plasmaticos de T4 mas elevados que los machos (Figura 2A). En cuanto a T3, esta diferencia sexual solo

fue evidente en el grupo 5XFAD, donde las hembras presentaron valores mas altos que los machos (Figura

2B).
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En conjunto, estos resultados evidencian una alteracién dependiente del sexo en los niveles periféricos de
HT en el modelo 5XFAD, dado a que Unicamente los machos presentan un perfil de hipotiroidismo

periférico.

9.2 ALTERACIONES SEXO-DEPENDIENTES EN LA MORFOLOGIA HIPOFISIARIA Y EXPRESION DE TSH
EN RATONES 5XFAD

Dado que se observaron menores niveles plasmaticos de T3 y T4 en ratones macho 5XFAD, se evalud el
estado funcional del eje hipdfisis-tiroides. Para ello, se caracterizé la morfologia de la adenohipdfisis y se
analizaron pardmetros relacionados con la produccién de TSH (Figura 3), una hormona clave en la

regulacion del eje y marcador de la actividad funcional de las células tirotropas.

El andlisis morfométrico de la glandula adenohipdfisis no evidencid diferencias significativas en el drea
lobular promedio entre hembras WT (1,21 + 0,17 mm?) y 5XFAD (1,12 = 0,22 mm?). En cambio, los machos
5XFAD mostraron un mayor tamafio glandular (1,13 + 0,26 mm?) en comparacién con sus controles (0,91 +
0,12 mm2). Al analizar las variables segtin sexo, es interesante notar que las hembras WT mostraron un area

glandular significativamente mayor que los machos WT (Figura 3A, B).

Para estudiar la produccién de TSH, se cuantific el drea promedio de las células tirotropas. No se
observaron diferencias significativas entre genotipos, tanto en hembras (WT: 82,20 + 20,67 um? 5XFAD:
71,25 * 29,7 um?) como en machos (WT: 68,63 * 12,53 um? 5XFAD: 75,62 * 22,25 um?) (Figura 3C, E-H). No
obstante, al analizar la expresién de TSH mediante inmunotincidn, se observd que las hembras 5XFAD
(201,8 £ 23,05) presentaron una menor intensidad promedio que las hembras WT (218,4 + 6,01), mientras
que los machos no presentaron cambios entre los genotipos estudiados (WT: 220,3 * 11,75; 5XFAD: 211,5 *

9,20) (Figura 3D, E-H).

En conjunto, estos hallazgos sugieren una alteracion sexo-dependiente en la actividad del eje hipdfisis-

tiroides en el modelo 5XFAD, evidenciada por cambios morfoldgicos y expresidn de TSH en la hipdfisis.
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Figura 3. Caracterizacion morfoldgica e inmunohistoquimica de adenohipéfisis de ratones WT y 5XFAD de ambos sexos. Area
lobular promedio por seccién histoldgica (A) Se observa una mayor area lobular en los machos 5XFAD en comparacién con sus
controles. En cambio, las hembras 5XFAD no presentan diferencias significativas respecto a sus contrapartes WT. Imagen
representativa de una seccién de hipdfisis tefiida con hematoxilina-eosina (B). Area promedio de células tirotropas (TSH+) por animal
(€). No se observan diferencias estadisticamente significativas entre ninguno de los grupos. Expresion de TSH evaluada como
intensidad promedio de sefial (mean gray value, MGV) en células tirotropas (D) Las hembras 5XFAD presentan una menor sefial de
TSH en comparacién con las hembras WT. No se observan diferencias significativas entre machos. Imagenes representativas de
inmunohistoquimica para TSH en hipdfisis de: (E) Hembra WT, (F) Hembra 5XFAD, (G) Macho WT y (H) Macho 5XFAD. La punta de
flecha (') indica células TSH+. La barra en (B) representa 500 micras y en (H) 50 micras. Ad: adenohipdfisis (delimitada con linea

punteada), Int: porcién intermedia, Neu: neurohipdfisis, ns: no significativo, *p < 0,05; **p < 0,01. (A: n=26; C, D: n=29).

25



9.3 ALTERACIONES SEXO-DEPENDIENTES EN LA MORFOLOGIA DE LA GLANDULA TIROIDES EN
RATONES 5XFAD

Dado que se observaron alteraciones sexo-dependientes en la morfologia y expresién de TSH de la
hipdfisis anterior, se evalud la gldndula tiroides como siguiente eslabdn del eje hormonal. El andlisis
comenzd con una caracterizacién morfométrica de los Iébulos tiroideos (Figura 4), avanzando
progresivamente hacia componentes estructurales y funcionales, que corresponden a los foliculos (Figura
5), las células foliculares y las zonas de reabsorcién (Figura 6), con el objetivo de determinar si los cambios

observados a nivel hipofisario se reflejan en la estructura de la tiroides.

El andlisis del drea promedio lobular no evidencié diferencias significativas entre hembras 5XFAD (0,37 +
0,10 mm?) y sus controles WT (0,40 + 0,08 mm?) (Figura 4A, B, C). De forma distinta, los machos 5XFAD
(0,46 * 0,70 mm?) presentaron un mayor tamafo lobular en comparacién con los machos WT (0,34 * 0,02
mm?) (Figura 4A, D, E). Al comparar entre sexos, los machos 5XFAD mostraron Iébulos tiroideos de mayor

area que las hembras del mismo genotipo (Figura 4A, C, E).

A Area lobular por seccién histolégica
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Figura 4. Anélisis morfométrico arquitectura lobular tiroidea de ratones WT y 5XFAD de ambos sexos. Area lobular promedio por
seccién histoldgica (A). Los machos 5XFAD presentan mayor area lobular promedio en comparacién con los machos WT, mientras
que las hembras no muestran diferencias significativas. Imagenes representativas de secciones de glandula tiroides (linea punteada)
tefiidas con PAS de: (B) Hembra WT, (€) Hembra 5XFAD, (D) Macho WT y (E) Macho 5XFAD. La barra en (E) representa 500 micras.

ns: no significativo; ***p < 0,001; ****p < 0,0001. (A: n=31).

Para profundizar en los cambios morfoldgicos, se evaluaron los foliculos tiroideos. El nimero de foliculos
tiroideos no varid significativamente entre hembras (WT: 339,5 * 65,67; 5XFAD: 345,4 * 75,62) ni machos
(WT: 323,4 + 59,05; 5XFAD: 303 * 69,06) de ambos genotipos (Figura 5A, C-F). Sin embargo, al analizar el
drea promedio folicular, se observé que hembras 5XFAD (1,774 + 0,22 mm?) presentaban foliculos de menor
tamafio que sus controles (2,13 + 0,41 mm?) (Figura 5B, C, D). De manera opuesta, los machos 5XFAD (2,40
+ 0,28 mm?) mostraron foliculos de mayor tamafio que su contraparte WT (1,70 + 0,22 mm?) (Figura 5B, E,
F). Entre sexos, se observé que los foliculos de hembras WT superaban en tamafo a los de machos WT;
mientras que los machos 5XFAD exhibian foliculos de mayor tamafio que hembras del mismo genotipo

(Figura 5B, C-F).
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Figura 5. Analisis morfométrico de foliculos tiroideos de ratones WT y 5XFAD de ambos sexos. Niimero de foliculos por seccién
histolégica (A). No se observan diferencias significativas entre los grupos analizados. Area folicular promedio por seccién histoldgica
(B). Se evidencian valores significativamente mas altos en machos 5XFAD en relacién con su contraparte WT. Al contrario, las
hembras 5XFAD muestran menor area folicular promedio que sus controles WT. Imagenes representativas de secciones de glandula
tiroides tefiidas con PAS de: (C) Hembra WT, (D) Hembra 5XFAD, (E) Macho WT y (F) Macho 5XFAD. La barra en (F) representa 200

micras. ns: no significativo; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001. (A, B: n=32).

A continuacién, se analizd la morfologia de los tirocitos para caracterizar con mayor detalle la glandula. La
altura de las células foliculares fue menor en hembras 5XFAD (5,99 * 0,41 um) que en hembras WT (7,46 +
0,86 um), mientras que los machos 5XFAD (8,74 * 0,31 pm) presentaron tirocitos de mayor altura que los
machos WT (5,53 * 0,57 um) (Figura 6A, D-G). De forma similar, el drea nuclear promedio de los tirocitos
fue inferior en hembras 5XFAD (15,75 + 1,96 um?) que en su contraparte WT (21,25 * 2,44 pm?); en cambio,
los machos 5XFAD (21,67 * 1,6 um?) mostraron nicleos de mayor tamafio que sus controles WT (17,67 +
2,00 pm?) (Figura 6B, D-G). Al analizar ambas variables segtin sexo, se observé que los machos WT
presentaron tirocitos mas pequefios que las hembras WT, mientras que en el grupo 5XFAD, los machos

exhibieron tirocitos mas grandes que las hembras (Figura 6A, B).
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Figura 6. Andlisis morfolégico de tirocitos y zonas de reabsorcién de ratones WT y 5XFAD de ambos sexos. Altura promedio de
tirocitos (A). Los machos 5XFAD presentan una mayor altura de tirocitos en comparacién con los machos WT, mientras que las
hembras 5XFAD exhiben una menor altura en relacién con sus contrapartes WT. Area nuclear promedio de tirocitos (B). Se observa
el mismo patrén que en la altura celular: los machos 5XFAD muestran una mayor area nuclear promedio respecto a los WT, mientras
que las hembras 5XFAD presentan nticleos mas pequefios en comparacién con sus controles. indice de reabsorcidn tiroideo (C). Los
machos 5XFAD presentan un mayor indice de reabsorcién en comparacién con los machos WT, mientras que las hembras 5XFAD
muestran un indice menor respecto a sus contrapartes WT. Imdgenes representativas de secciones de glandula tiroides tefiidas con
PAS de: (C) Hembra WT, (D) Hembra 5XFAD, (E) Macho WT y (F) Macho 5XFAD. Las puntas de flecha (V) indican las zonas de

reabsorcion en los foliculos. La barra en (G) representa 20 micras. ***p < 0,001; ***¥p < 0,0001. (A-C: n=32).

Finalmente, con el objetivo de evaluar el estado morfofuncional de la gldndula tiroides, se cuantificaron
las zonas de reabsorcién presentes en el coloide de los foliculos tiroideos, estructuras que reflejan la
actividad secretora de los tirocitos. A partir de este analisis, se calculé un indice de reabsorcidn tiroidea, el
cual definimos como la proporcidén entre el nimero de foliculos que presentaban zonas de reabsorcién y

el total de foliculos analizados en cada muestra.

El indice de reabsorcidn tiroidea fue de un 43% en hembras WT (0,43 * 0,08), mientras que las hembras
5XFAD (0,004 * 0,005) presentaron 0,4% (Figura 6C, D, E). Por el contrario, los machos 5XFAD (0,50 * 0,23)
mostraron un valor de 50%, muy superior al 0,7% observado en los machos WT (0,007 + 0,006) (Figura 6C,
F, G). Notablemente, al comparar por sexos, los machos WT préacticamente no presentaron zonas de
reabsorcién, en contraste con la abundante presencia observada en hembras WT (Figura 6C, D, F). En
cambio, hembras 5XFAD exhibieron escasas dreas de reabsorcidn en comparacion con las numerosas dreas

observadas en los machos 5XFAD (Figura 6C, E, G).

En su totalidad, estas observaciones evidencian un estado morfofuncional alterado de la glandula tiroides
en el modelo 5XFAD, con un perfil que varia segin el sexo. En hembras 5XFAD, la morfologia glandular
sugiere una tiroides hipoactiva, con signos compatibles con atrofia y reduccién funcional. En contraste, los
machos 5XFAD presentan caracteristicas asociadas a una tiroides con hipertrofia funcional, lo que sugiere
una mayor actividad. Finalmente, los animales WT muestran un dimorfismo sexual en la morfologia

tiroidea, donde las hembras exhiben una glandula aparentemente mas activa que la de los machos.

9.4 EXPRESION DIFERENCIAL DE PROTEINAS ASOCIADAS A LA FUNCIONALIDAD TIROIDEA EN
RATONES 5XFAD

Tras evidenciar alteraciones morfoldgicas en la glandula tiroides compatibles con modificaciones en su
funcionalidad, se procedié a explorar si estos cambios estructurales se acompafiaban de variaciones en la

expresion de proteinas clave para el mantenimiento de la funcidn tiroidea.
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Con este objetivo, se analizd la expresién de TG, una glicoproteina fundamental en la sintesis de T3y T4, y
marcador sensible del estado funcional de los tirocitos. El andlisis inmunohistoquimico reveld un patrén

de expresion diferenciado entre grupos en el borde apical del epitelio folicular (Figura 7).

En hembras WT, se observé una expresidn intensa (+++), mientras que en hembras 5XFAD, se evidencid
una expresién moderada (++). Un inmunomarcaje similar se observé en los machos WT (++). En contraste,

los machos 5XFAD mostraron un inmunomarcaje intenso (+++) (Figura 7A-D).

— AR . . B AN - e

Figura 7. Expresién de tiroglobulina en los foliculos tiroideos de animales WT y 5XFAD de ambos sexos. Imdgenes representativas
de inmunohistoquimica para TG en tiroides (A) Hembra WT, (B) Hembra 5XFAD, (C) Macho WT y (D) Macho 5XFAD. Las puntas de
flecha (V) indican el marcaje apical. Se observa una mayor intensidad de marcaje apical en las hembras WT y machos 5XFAD, y una

menor intensidad en hembras 5XFAD y machos WT. La barra en (D) representa 50 micras. (n=32).

Complementariamente, se analizd la expresién de dos factores de transcripcion en células foliculares,

ambos claves para la expresidn de genes asociados a la produccion de HT, TTF-1 (Figura 8) y PAX-8 (Figura

9).

El analisis de la intensidad de inmunomarcaje reveld que las hembras 5XFAD (125 * 7,43) presentaban una
menor expresién de TTF-1 en comparacién con las hembras WT (147,3 + 6,38) (Figura 8A, B, C). Por otro
lado, los machos no presentaron diferencias entre genotipo (WT: 147,5 + 12,31; 5XFAD: 147,5 + 8,61) (Figura
8A, D, E). Curiosamente, al comparar entre sexos, no se observaron diferencias significativas en la
expresion de TTF-1 en los animales WT. Sin embargo, en el grupo 5XFAD, los machos presentaron una

mayor expresion de TTF-1 en comparacién con las hembras 5XFAD (Figura 8A, C, E).
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A  Expresién de TTF-1 en tirocitos
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Figura 8. Cuantificacion de la expresion de TTF-1 en animales WT y 5XFAD de ambos sexos. Expresion de TTF-1 en tirocitos (A). No
se observan diferencias significativas entre machos 5XFAD y WT. Por el contrario, las hembras 5XFAD presentan menor
inmunomarcaje que sus controles. Imagenes representativas de inmunohistoquimica para TTF-1 en tiroides (B) Hembra WT, (C)

Hembra 5XFAD, (D) Macho WT y (E) Macho 5XFAD. La barra en (E) representa 50 micras. ns: no significativo; ****p < 0,0001. (A:
n=32).

Finalmente, en cuanto a la expresion de PAX-8 en tirocitos (Figura 9), la medicién de la sefial de
inmunotincién mostré una menor intensidad en hembras 5XFAD (153 + 10,84) respecto a sus controles
(169,1 + 8,70) (Figura 9A, B, C). Por el contrario, los machos 5XFAD (178,4 * 9,11) manifestaron una mayor
intensidad que los machos WT (169,4 + 6,80) (Figura 9A, D, E). De manera interesante, entre sexos no
hubo diferencias significativas en animales WT. De manera diferente, los machos 5XFAD evidenciaron una

mayor expresion de PAX-8 en relacién con hembras 5XFAD (Figura 9A, C, E).
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Figura 9. Cuantificacién de la expresion de PAX-8 en animales WT y 5XFAD de ambos sexos. Expresion de PAX-8 en tirocitos (A). El
inmunomarcaje para PAX-8 es mayor en machos 5XFAD en comparacién con los WT, mientras que en las hembras 5XFAD es menor
frente a sus controles. Imédgenes representativas de inmunohistoquimica para PAX-8 en tiroides (B) Hembra WT, (C) Hembra 5XFAD,

(D) Macho WT y (E) Macho 5XFAD. La barra en (E) representa 50 micras. ns: no significativo; **p < 0,01; ¥****p < 0,0001. (A: n=32).

En su totalidad, estos hallazgos profundizan en la caracterizacién funcional de la tiroides en el modelo
5XFAD, revelando alteraciones en la expresidn de proteinas clave para la diferenciacién, el mantenimiento
y la actividad glandular. Estas modificaciones exhiben un claro componente sexual: las hembras 5XFAD
presentan un patrén que sugiere una reduccidon en la actividad tiroidea. En cambio, los machos 5XFAD

exhiben un perfil que apunta a una tiroides hiperfuncionante.

9.5 CONTENIDO NORMAL DE T3 Y T4 EN LA CORTEZA CEREBRAL Y EL HIPOCAMPO DE RATONES
5XFAD

Para evaluar si las alteraciones periféricas en los niveles de HT se reflejan también a nivel cerebral, se

analizé el contenido de T4 y T3 en la corteza cerebral y el hipocampo de los animales.
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Las hembras 5XFAD mostraron un contenido de T4 y T3 en corteza cerebral (T4: 8,31 + 2,07 ng/mL; T3: 11,21
+ 1,13 ng/mL) e hipocampo (T4: 12,30 * 2,40 ng/mL; T3: 11,10 * 0,76 ng/mL) comparables al observado en

sus controles (corteza: T4: 9,79 * 1,32 ng/mL; T3: 11,41 + 0,77 ng/mL; hipocampo: T4: 13,57 * 2,11 ng/mL; T3:

10,66 * 1,19 ng/mL) (Figura 10).
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Figura 10. Contenido de T4 y T3 en corteza cerebral e hipocampo de ratones 5XFAD y WT. Contenido de T4 y T3 en la corteza cerebral
(A), (B) y en el hipocampo (C, D). Tanto machos como hembras 5XFAD presentan contenido de T4 y T3 comparables sus controles
en todas las regiones analizadas. Una observacién relevante es que las hembras WT muestran un contenido significativamente mas

alto de T4 en la corteza cerebral en comparacién con los machos WT, lo que concuerda con las diferencias observadas en los niveles
plasmadticos. ns: no significativo. *p < 0,05. (A, B: n=31; C, D: n=32).

De forma similar, los machos 5XFAD presentaron un contenido de T4 y T3 tanto en la corteza (T4: 8,05 *
2,64 ng/mL; T3: 11,21 + 1,67 ng/mL) como en el hipocampo (T4: 11,87 + 1,06 ng/mL; T3: 11,26 + 0,70 ng/mL)
que no difirié significativamente de los machos WT (corteza: T4: 7,01 1,64 ng/mL; T3: 11,05 + 0,86 ng/mL;
hipocampo: T4: 13,90 + 1,66 ng/mL; T3: 11,09 + 0,80 ng/mL) (Figura 10).

Al comparar entre sexos, se identificé una Unica diferencia significativa: las hembras WT presentaron un
contenido de T4 mds alto en la corteza cerebral en comparacién con los machos WT (Figura 10A), lo que
resulta consistente con los perfiles plasmaticos observados.
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En conjunto, estos resultados indican que, a pesar de las alteraciones periféricas en la disponibilidad de
HT, el contenido cerebral de T3 y T4 en corteza e hipocampo se mantiene estable en ambos sexos del

modelo 5XFAD, lo que sugiere la existencia de mecanismos compensatorios intermediarios.
9.6 MAYOR EXPRESION DEL TRANSPORTADOR DE HT MCT8 EN LA BHE DE MACHOS 5XFAD

Pese a la disminucién observada en los niveles plasmaticos de HT en machos 5XFAD, el contenido de T3y
T4 en corteza cerebral e hipocampo se mantuvo sin cambios significativos, sugiriendo la existencia de
mecanismos compensatorios a nivel central. En este contexto, se evalud la expresién del transportador
de HT MCT8 en la BHE, dada su importante funcién en la regulacién del ingreso y disponibilidad de estas

hormonas en el cerebro (Figura 11).
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Figura 11. Cuantificacién de la expresiéon de MCT8 en vasos sanguineos corticales de animales WT y 5XFAD. Expresion de MCT8 en
vasos sanguineos (A). Los machos 5XFAD presentan mayor inmunomarcaje que sus controles WT. Por el contrario, no se observan
diferencias significativas entre hembras 5XFAD y WT. Imagenes representativas de inmunohistoquimica para MCT8 corteza cerebral
(B) Hembra WT, (C) Hembra 5XFAD, (D) Macho WT y (E) Macho 5XFAD. La barra en (E) representa 50 micras. ns: no significativo; *p
< 0,05. (A: n=29).
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La cuantificacion de la intensidad de inmunomarcaje para MCT8 en los vasos sanguineos de corteza
cerebral (Figura 11A) mostré valores similares entre hembras WT (0,91 £ 0,45) y 5XFAD (0,95 * 0,50), sin
diferencias significativas. En contraste, los machos 5XFAD presentaron una mayor expresién de MCT8 (1,7
+ 0,69) en comparacion con los machos WT (0,88 * 0,55). Comparando segln sexo, no se encontraron
diferencias significativas en los animales WT, mientras que en el grupo 5XFAD los machos exhibieron una

expresion significativamente mayor que las hembras.

Estos resultados sugieren la activacién de un mecanismo compensatorio en los machos 5XFAD, que posee
concentraciones menores de T3y T4 en el plasma, mediante el aumento de la expresién del transportador

MCT8 en la BHE.

9.7 EXPRESION CONSERVADA DE Dio2 Y Dio3 EN EL CEREBRO DE RATONES 5XFAD

Considerando que la disponibilidad intracelular de HT estd finamente regulada por la accién de las
desyodasas, se evalud el metabolismo local mediante la cuantificacién de los niveles de ARNm de Dio2 y
Dio3, con el objetivo de determinar si alteraciones en la expresién de estas enzimas podian explicar el

mantenimiento de la homeostasis cerebral observado en este modelo animal (Figura 12).
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Figura 12. Expresion de Dio2 y Dio3 en corteza cerebral e hipocampo de ratones WT y 5XFAD. Niveles de ARNm de Dio2 en corteza
cerebral (A) e hipocampo (B), y de Dio3 en corteza cerebral (C) e hipocampo (D). La expresién de Dio2 y Dio3 no presenta diferencias

significativas entre genotipos ni sexos en ninguna de las dos regiones analizadas. ns: no significativo. (A-C: n=32; D: n=31).
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La expresidn de Dio2 se mantuvo sin cambios entre los machos 5XFAD y WT en la corteza cerebral (5XFAD:
1,0 + 0,29; WT: 1,11 £ 0,54) ni en el hipocampo (5XFAD: 1,034 * 0,50; WT: 1,12 + 0,54). De igual manera, no se
observaron diferencias significativas entre hembras, ni en la corteza (5XFAD: 1,28 + 0,50; WT: 1,51 + 1,03) ni
en el hipocampo (5XFAD: 1,19 + 0,41; WT: 2,07 * 1,64) (Figura 12A, B). Asimismo, la expresidn de Dio3 no
mostré diferencias significativas entre los animales 5XFAD y WT en ninguno de los dos sexos, ni en la
corteza cerebral (macho 5XFAD: 1,42 + 0,47; WT: 1,16 + 0,60; hembra 5XFAD: 1,12 £ 0,75; WT: 1,69 + 1,06), ni
en el hipocampo (macho 5XFAD: 2,26 + 1,64; WT: 1,44 * 1,47; hembra 5XFAD: 0,64 * 0,32; WT: 2,41 + 1,41)
(Figura 12C).

Estos resultados sugieren que las desyodasas Dio2 y Dio3 no forman parte de los mecanismos
compensatorios en este modelo, pues no experimentan una regulacién en respuesta al hipotiroidismo

sistémico de los machos 5XFAD.

9.8 CAMBIOS REGION- Y SEXO-ESPECIFICOS EN LA EXPRESION DEL GEN SENSIBLE A T3 HR, Y
EXPRESION CONSERVADA DE LOS RECEPTORES Thrat Y Thrb1

Para evaluar si la aparente normalizacién del contenido de T3 y T4 en el cerebro se reflejaba en una
sefializacién funcional adecuada de T3, se analiz6 la expresidn del gen Hr, el cual es regulado positivamente

y en forma directa por T3 (Figura 13).

Las hembras 5XFAD mostraron una menor expresién del ARNm de Hr en el hipocampo (5XFAD: 1,17 + 0,13;
WT: 2,03 * 0,75), sin cambios significativos en la corteza cerebral en comparacién con las hembras WT
(5XFAD: 1,0 + 0,25; WT: 1,0 * 0,33). En contraste, los machos 5XFAD no mostraron diferencias significativas
en la expresion de Hr en relacidn con sus controles WT ni en la corteza cerebral (5XFAD: 0,91 £ 0,42; WT:
1,08. £ 0,41) ni en el hipocampo (5XFAD: 0,99 * 0,66; WT: 1,05. * 0,33). Con respecto a las diferencias de
sexo, las hembras WT mostraron una mayor expresién de Hr que los machos WT en el hipocampo (Figura

13A, B).

En conjunto, estos resultados evidencian una desregulacién en la expresién génica sensible a T3 de manera

sexo y regiéon dependiente en el modelo 5XFAD.
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Figura 13. Expresién del gen Hr en corteza cerebral e hipocampo de ratones WT y 5XFAD. Niveles de ARNm de Hr en corteza cerebral
(A) e hipocampo (B). La expresidn de Hr se mantiene en la corteza cerebral de ambos sexos del modelo 5XFAD; en cambio, en el
hipocampo presenta una expresién significativamente menor en las hembras 5XFAD, mientras que se conserva en los machos 5XFAD,

en comparacion con sus respectivos controles. ns: no significativo; *p < 0,05; **p < 0,01. (A: n=32; B: n=30).

Finalmente, con el objetivo de explorar si la alteracién en la expresién de Hr podria estar vinculada a
cambios en los RHT, se analizaron los niveles de ARNm de Thrat y Thrb1 en la corteza cerebral y el

hipocampo de ratones WT y 5XFAD (Figura 14).

La expresion de Thrat no varié significativamente entre hembras 5XFAD y WT, ni en la corteza cerebral
(5XFAD: 2,21 £ 0,99; WT: 1,97 + 1,05) ni en el hipocampo (5XFAD: 2,40 * 0,78; WT: 3,18 + 1,70). De la misma
manera, los machos 5XFAD no presentaron variaciones en la corteza cerebral (5XFAD: 1,28 + 0,58; WT: 1,32
+ 0,93) ni en el hipocampo (5XFAD: 1,22 + 0,93; WT: 1,16 + 0,66) en comparacion con sus controles. Cabe
destacar que las hembras WT y 5XFAD mostraron una mayor expresion de Thrat que sus machos

respectivos en la regién del hipocampo (Figura 14A, B).

Por otra parte, en el caso de Thrb1, no mostré diferencias significativas entre hembras 5XFAD y WT, tanto
en la corteza cerebral (5XFAD: 1,15 + 0,49; WT: 1,43 = 0,71) como en el hipocampo (5XFAD: 0,72 * 0,23; WT:
1,79 * 1,80). De igual forma, en los machos no se observaron variaciones en la corteza cerebral (5XFAD:
0,91 £ 0,34; WT: 1,10 £ 0,45) ni en el hipocampo (5XFAD: 1,84 + 2,03; WT: 1,14 + 0,60) en comparacién con

sus controles (Figura 14C, D).
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Figura 14. Expresién de Thra1 y Thrb1 en corteza cerebral e hipocampo de ratones WT y 5XFAD. Niveles de ARNm de Thra1 y Thrb1
en corteza cerebral (A, C) e hipocampo (B, D). La expresion de Thra1y Thrb1 se mantuvo sin diferencias significativas entre genotipos

en ambas regiones estudiadas. ns: no significativo; *p < 0,05. (A, C, D: n=32; B: n=29).
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10. DISCUSION

La EA es un trastorno neurodegenerativo cuyos mecanismos fisiopatolégicos alin no se comprenden por
completo. Entre los factores potencialmente involucrados, las HT han sido objeto de creciente interés, ya
que multiples estudios han reportado asociaciones entre alteraciones en sus niveles y la EA. Sin embargo,

la evidencia sigue siendo inconsistente y los mecanismos subyacentes permanecen poco explorados.

En este estudio se abordd esta relacién de manera integral, caracterizando la dindmica de las HT en el
modelo murino 5XFAD de EA de 7 meses de edad, etapa en la que la patologia estd ya bien establecida,
pero sin alcanzar aun una pérdida neuronal masiva, prestando especial interés a las posibles diferencias

entre sexos.

Por primera vez en este modelo se evalud la disponibilidad y acciéon de T3 y T4, midiendo sus
concentraciones tanto en suero como en tejido cerebral. En la periferia, se caracterizé la morfologia y
funcionalidad de la hipdfisis y la tiroides. En el sistema nervioso central, se analizé la expresién del
transportador MCT8 en la BHE, y en corteza cerebral e hipocampo se evalud la expresidn de genes que
codifican enzimas implicadas en el metabolismo intracelular de HT, cuantificamos un gen candnico

regulado por T3, y estudiamos la expresién RHT para abordar la accién de esta hormona.
10.1 ALTERACIONES SEXO-DEPENDIENTES EN EL EJE HPT DEL MODELO 5XFAD

Estudios previos han evidenciado reducciones en los niveles de HT plasmaticos y cerebrales en pacientes
con EA, aunque sin explorar las diferencias sexuales. Los resultados del presente estudio muestran que los
machos 5XFAD presentan menores niveles séricos de T3 y T4 frente a los controles, mientras que las
hembras no presentan cambios significativos. Estos hallazgos indican que la EA genera alteraciones en la
disponibilidad periférica de T3 y T4 dependientes del sexo. En conjunto con esto, nuestros datos sugieren
la existencia de mecanismos que podrian proteger a las hembras o predisponer a los machos al

hipotiroidismo periférico en la EA.

Un mecanismo que podria explicar los niveles mas bajos de HT en machos 5XFAD involucra alteraciones
en el eje HPT. De hecho, existe evidencia en la literatura que reporta a pacientes con EA con niveles
plasmaticos alterados de TRH (143,153) y TSH (142,143,145,146), lo que sugiere una regulacién endocrina
modificada. Algunos trabajos incluso han asociado niveles reducidos de TSH con un mayor riesgo de
desarrollar la enfermedad (141,144,154). Considerando estos antecedentes, en este estudio se evaluaron

las glandulas hipdfisis y tiroides, para explorar posibles diferencias en la funcién del eje HPT.

En machos 5XFAD, la adenohipdfisis presenté un mayor tamafio respecto a los controles. Este hallazgo
sugiere, la posible activacién de un mecanismo compensatorio ante niveles plasmdticos reducidos de HT,

en donde la glandula se hipertrofia para generar una mayor funcién. Sin embargo, no observamos mayor
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intensidad del inmunomarcaje de TSH, que podria ser esperable, aunque esto no necesariamente reflejaria
un aumento en el contenido de TSH. Para confirmar estos resultados seria necesario cuantificar las células
tirotropas y sobre todo los niveles de TSH plasmaticos, mediciones que no se abarcaron en este trabajo y

que seran considerados en futuros estudios.

El hallazgo del analisis morfofuncional de la tiroides sugiere que los machos 5XFAD presentan una mayor
actividad de la glandula tiroides. Estos animales exhiben glandulas y foliculos tiroideos de mayor tamafio,
con un epitelio cuboidal mas alto, indicativo de mayor actividad tiroidea. Asi mismo, un 50% de los foliculos
presentaban zonas de reabsorcién, en comparacidn al 0,7% de los machos WT, en linea con un estado de
hiperfuncién tiroidea. Ademas, presentaron una mayor inmunosefial de TG en la regién apical de las células
foliculares, lo que sugiere una mayor recaptacion de TG. Asi mismo, la expresidn de PAX-8, proteina
conocida por activar la transcripcion de TG, se encontré aumentada los machos 5XFAD, coincidente con la
mayor expresion de TG. Por otro lado, la ausencia de cambios en TTF-1 sugiere que esta proteina podria
tener un rol menor en la regulacion de TG en machos, destacando un posible mecanismo sexo-

dependiente en la regulacion tiroidea del modelo 5XFAD.

En conjunto, los hallazgos morfofuncionales en hipdfisis y tiroides de machos 5XFAD podrian sugerir una
posible una estimulacién compensatoria de la adenohipdfisis, que activaria la glandula tiroides frente a la

disminucién de HT plasmaticas en estos animales.

En contraste, las hembras 5XFAD mostraron un patréon opuesto al de los machos, evidenciando
alteraciones sexo-dependientes en el eje HPT. La adenohipdfisis de estos animales no mostré diferencias
en cuanto a tamafio glandular. En cuanto a la expresién de TSH de las células tirotropas, esta fue menor
que en las hembras WT, lo que sugiere una menor secrecién de esta hormona y en consecuencia una
menor estimulacion de la glandula tiroides. Este resultado concuerda con el estudio de Yong-Hong et al.,
2013 (143), que reporta niveles reducidos de TSH plasmatica en pacientes con EA, aunque el estudio no

analizd los resultados por sexo.

El andlisis de la tiroides de las hembras 5XFAD mostré una glandula y foliculos tiroideos mds pequefios,
con un epitelio folicular plano, indicativo de hipofuncidn. Esta tendencia se reflejé también en las escasas
zonas de reabsorcidn observadas, y en la menor intensidad del inmunomarcaje de TG en el polo apical de
las células foliculares, sugiriendo una recaptacion reducida por los tirocitos. Finalmente, los factores de
transcripciéon TTF-1 y PAX-8 mostraron expresién disminuida, consistente con un estado de menor funcién
tiroidea. En conjunto, estos hallazgos sugieren que en las hembras 5XFAD existe una reduccién de la

actividad de la adenohipdfisis y por consiguiente de la tiroides.

A pesar de lo anterior, los niveles plasmaticos de T3 y T4 permanecieron estables en las hembras 5XFAD,

lo que sugiere la existencia de otros mecanismos compensatorios que no se han analizado en ese estudio.
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Dado que la concentracidn circulante de HT depende en gran medida de la desyodacién periférica, es
plausible que diferencias sexuales en la expresién o actividad de la DIO1 contribuyan a esta estabilidad.
DIO1 es la principal enzima que convierte T4 en T3 en tejidos periféricos (155) y se ha reportado que su
expresién es mayor en hembras (156). Esto podria favorecer la conversién eficiente de T4 a T3,
manteniendo niveles plasmaticos estables incluso en presencia de patologia asociada a EA. Sin embargo,

es necesario evaluar la expresion y actividad de DIO1 en este modelo para confirmar su participacion.

Por otro lado, los esteroides gonadales modulan la concentracién de TBG, clave para el transporte de HT.
La evidencia en la literatura indica que los estrégenos aumentan la TBG sérica (157,158), mientras que los
andrdgenos lareducen (158,159). En este contexto, los mayores niveles de estrégenos en hembras podrian
actuar como factor protector, prolongando la vida media de las HT y estabilizando sus concentraciones
plasmaticas pese a la presencia de EA. Considerando que la EA ocurre principalmente en edades
avanzadas, cuando los estrégenos plasmdticos disminuyen, la ausencia de este factor protector podria
contribuir a la progresidn diferencial de la enfermedad, lo que resulta relevante considerando que el sexo
femenino constituye un factor de riesgo para la EA (160). Para abordar esto, es importante que futuros
estudios determinen los niveles de estrégenos, TBG y HT libres y totales en hembras de distintas edades

del modelo 5XFAD.

Por otra parte, otro posible mecanismo involucrado en la normalizacién de los niveles de HT en el plasma
de las hembras 5XFAD, es un aumento en la dindmica de exportacién de HT desde las células foliculares
hacia la circulacidn sanguinea, para lo que seria necesario estudiar la expresién de transportadores como

MCT8 y MCT10 en las células foliculares de la tiroides.

Finalmente, considerando que TTF-1y PAX-8 pueden formar un complejo funcional y que sus sitios de unién
al ADN colocalizan en promotores de genes relevantes para el funcionamiento de la tiroides (64), seria
relevante evaluar proteinas clave como TPO, NIS o pendrina en el modelo 5XFAD para comprender mejor

los mecanismos moleculares subyacentes a las alteraciones descritas anteriormente.

10.2  MODIFICACIONES SEXO- Y REGION-DEPENDIENTES EN LA DINAMICA DE HT EN EL CEREBRO
5XFAD

Curiosamente, a pesar del hipotiroidismo periférico en machos 5XFAD, asi como las alteraciones
observadas en hipdfisis y tiroides en ambos sexos, los resultados de las mediciones de HT en corteza
cerebral e hipocampo indicaron que el contenido de T3 y T4 en ratones 5XFAD se mantuvo dentro del

rango normal.

La evidencia en humanos y roedores con EA indica que un contenido mds bajo de estas hormonas en

cerebro y LCR corresponde aparentemente a un fendmeno tardio: mientras que en etapas iniciales se han
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reportado contenidos normales de HT, en fases avanzadas de la enfermedad se han documentado

contenidos menores en comparacion a pacientes controles (132,146,148).

En el mismo contexto, es importante sefialar que en el modelo 5XFAD, la pérdida neuronal significativa
ocurre alrededor de los 9 meses de edad (161). Por tanto, aunque los ratones de 7 meses que hemos
estudiado ya presentan una acumulacién considerable de placas de AR y déficits cognitivos (30,162), alin
no han alcanzado un estadio de neurodegeneracidn avanzada, y por tanto una fase avanzada de la
enfermedad, lo que podria explicar el contenido cerebral de HT aparentemente normal. En consecuencia,
es esencial que futuros estudios evallien si en fases mas avanzadas de la enfermedad estos animales

presentan alteraciones en el contenido de HT cerebral.

Por otro lado, la normalizacién del contenido de HT cerebral en los machos 5XFAD sugiere que el cerebro
preserva su homeostasis hormonal, lo que indica la existencia de mecanismos compensatorios que
mantienen la disponibilidad de HT, al menos en las regiones estudiadas en esta tesis. Uno de estos
mecanismos es la sobreexpresién del transportador MCT8 en los vasos sanguineos de la corteza frontal,
fenémeno no observado en las hembras 5XFAD. La mayor presencia de esta proteina incrementarfa la
captacién de HT hacia el parénquima cerebral, compensando el hipotiroidismo periférico para mantener

la homeostasis hormonal intracerebral.

Resulta igualmente relevante considerar que en roedores el transportador OATP1C1 también desempefia
un papel crucial en el ingreso de HT al sistema nervioso central. De este modo, futuras investigaciones
deberfan explorar el rol de este transportador en condiciones de EA, y asi comprender con mayor

profundidad los mecanismos adaptativos que sostienen la homeostasis tiroidea en este modelo.

Dado que los transportadores no actuan de forma aislada, para explorar otros posibles mecanismos
responsables del estado eutiroideo del cerebro, extendimos nuestro analisis a las desyodasas cerebrales,
enzimas encargadas del metabolismo intracelular de las HT y por tanto de su disponibilidad local. Puesto
que los niveles de ARNm de Dio2 y Dio3 se mantuvieron sin cambios en los animales 5XFAD de ambos sexos,
podemos inferir que el contenido normal de T3 y T4 en el tejido cerebral no es atribuible a una expresién
compensatoria al alza de Dio2, ni a la baja de Dio3. No obstante, dado que la expresién génica no
necesariamente se traduce en actividad enzimatica, resulta indispensable medir la actividad de Dio2 y Dio3,
los niveles de proteina, asi como los metabolitos asociados como T2y rT3, sobre todo considerando que

se han reportado concentraciones elevadas de rT3 en pacientes con EA (163).

A continuacién, para evaluar si la aparente normalizacidn del contenido de T3 y T4 en el cerebro se
reflejaba en una sefializacién funcional adecuada de T3, se analizé la expresion del gen Hr, regulado
positivamente por T3. De manera interesante, a pesar del contenido normal de HT cerebral en este

modelo, observamos menores niveles del ARNm de Hr en el hipocampo de las hembras 5XFAD, mientras
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que los machos no presentaron diferencias. Este patrén sugiere una reduccion en la sefializacién de T3 de

manera sexo y region-dependiente.

No obstante, aunque Hr es una diana transcripcional bien establecida de T3 (164,165,113), no se puede
descartar que su expresion también pueda verse influenciada por otras vias, como la sefalizacién
estrogénica, la regulacion epigenética o a mecanismos fisiopatoldgicos propios de la EA, como, por
ejemplo, sefales propias del microambiente inflamatorio de la enfermedad. Por otro lado, no puede
descartarse que existan diferencias en la sefializacién de HT restringidas a poblaciones celulares
especificas: ciertas neuronas o células gliales podrian experimentar variaciones locales sutiles en la
disponibilidad o accién de T3, que resultarian invisibles en los andlisis de tejido completo. En este contexto,
es importante considerar que las alteraciones locales en la accién hormonal podrian preceder a cambios
detectables en el contenido total del tejido. Para esclarecer y profundizar este punto, seria relevante
emplear aproximaciones que permitan evaluar la expresién y distribucion de Hr en tipos celulares
definidos, considerando no solo el nivel de ARNm y proteina, sino también su localizacién tisular y

subcelular.

Tomando en cuenta que la sefializacién intracelular de T3 depende no solo de la disponibilidad nuclear y
de la actividad de DIO2 y DIO3, sino también de la abundancia y ocupacién de los RHT (166), también
quisimos evaluar si la desregulacién de Hr en las hembras podria estar relacionada con cambios en la
expresion de Thraty Thrb1. Nuestros resultados indican que estos receptores nucleares mantuvieron su
expresion normal en ratones 5XFAD, y sugieren que la alteracion en la expresién de Hr en el cerebro de la
EA no se puede atribuir a cambios transcripcionales en las isoformas Thrat y Thrb1. Sin embargo, es
interesante considerar que tanto las hembras WT como 5XFAD presentan mayor expresion de Thrat en el
hipocampo que los machos, lo que sugiere que el hipocampo femenino podria ser mas sensible a la accidn
de la T3. De hecho, la expresion de Hr en el hipocampo fue mayor en las hembras WT que en los machos
WT. En este contexto, pequefios cambios en la disponibilidad de T3 en el hipocampo en 5XFAD podrian

tener mayores efectos en las hembras que en los machos.

Teniendo en consideracidn la homeostasis alterada del eje HPT evidenciada en este trabajo, y que se ha
descrito ampliamente que el receptor Thrb2 se expresa principalmente en el hipotdlamo y la hipdfisis,
donde es un regulador clave del eje HPT, no podemos descartar que mecanismos asociados a la EA
provoquen desregulacién de Thrb2. Por lo tanto, es fundamental que futuras investigaciones se enfoquen

en el estudio de estos mecanismos que podrian jugar un papel importante en la fisiopatologia de la EA.

Por dltimo, dado que los machos 5XFAD presentan hipotiroidismo periférico y modificaciones en el
transporte central de HT, y las hembras 5XFAD muestran alteraciones en la accién de T3, resulta pertinente
evaluar estas variables en un modelo 5XFAD suplementado con T4 y T3. Esta intervencién permitiria

determinar si la restauracion de los niveles periféricos de HT corrige las disfunciones observadas y mejora
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pardmetros cognitivos asociados a la EA. Estudios previos respaldan esta estrategia: la suplementacién
con T3 en animales hipotiroideos normaliza la potenciacién alargo plazo en el hipocampo, revierte déficits
de memoria y modula la neuroinflamacidn, la produccién de AB y vias de sefializacién relacionadas con la
plasticidad sindptica (167,168). Ademas, en un modelo farmacoldgico de EA inducido por estreptozotocina,
el tratamiento con T3 redujo la neuroinflamacién y mejord la supervivencia celular (169), consolidando la

pertinencia de explorar esta estrategia en el modelo 5XFAD.

En conjunto, este trabajo proporciona la primera evidencia sobre los niveles, metabolismo, transporte y
accién de las HT en un modelo transgénico de EA, ofreciendo nuevos conocimientos acerca de la dindmica

entre la periferia y el cerebro de estas hormonas en el contexto de esta patologia (Figura 15).
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A Eje hipoactivado Niveles HT plasmaticas normal DIO y RHT normal pero Hr alterado

,#TSH

HIPOFISIS

Hembras
5XFAD

Tamaiio foliculos
Altura tirocitos
Zonas reabsorcion

B Eje hiperactivado Niveles HT plasmaticas bajo DIO, RHT y accién normal de HT

HIPOFISIS

Tamaiio foliculos
Altura tirocitos
Zonas reabsorcion

MCT8

Figura 15. Dinamica de las hormonas tiroideas en el modelo murino 5XFAD. En las hembras 5XFAD (A), el eje hipdfisis-tiroides se
encuentra hipoactivado, evidenciado por una menor expresién de TSH en la hipdfisis y una glandula tiroides con rasgos morfoldgicos
y funcionales de menor actividad. Sin embargo, los niveles plasmaticos y cerebrales de HT se mantienen estables, aunque
acompanados con de alteraciones en la sefializacion cerebral de T3, reflejadas en una menor expresién de Hr. En los machos 5XFAD
(B), en cambio, los niveles plasmaticos de HT se reducen, en conjunto con una hipdfisis de mayor tamafio y de una tiroides con
indicadores de mayor actividad, conformando un aparente mecanismo compensatorio periférico. Paralelamente, la mayor expresion
del transportador MCT8 en la BHE favorece una mayor entrada de HT al cerebro, lo que estabiliza su contenido en el parénquima.

Gracias a este sistema de compensacion dual, la accién de T3 se preserva, manteniendo una expresién normal de Hr en el cerebro.
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1.

10.

CONCLUSIONES

Los machos 5XFAD presentan menores niveles de T3 y T4 en el plasma, en comparacién a sus

controles, mientras que las hembras exhiben concentraciones normales.

Tanto machos como hembras 5XFAD presentan un contenido normal de T3y T4 en el cerebro.

Los machos 5XFAD presentan una hipdfisis y tiroides de mayor tamafio en comparacién a sus
controles, asi como indicadores de mayor actividad tiroidea, lo que podria corresponder a un

posible mecanismo compensatorio al hipotiroidismo periférico observado.

En las hembras 5XFAD presentan una menor expresion de TSH en la hipdfisis y una glandula

tiroides con rasgos morfoldgicos y funcionales de menor actividad.

Existe una regulacion sexo-dependiente del eje HPT en el modelo 5XFAD.

Los machos presentan una mayor expresion del transportador MCT8 en la BHE a nivel cortical, lo

que sugiere un mecanismo compensatorio para preservar la disponibilidad cerebral de HT.

Las hembras 5XFAD exhiben una menor expresién de Hr en el hipocampo, lo que sugiere que la

sefializacién de T3 es sexo y regidn-dependiente.

Dio2, Dio3, Thrat y Thrbt1 se expresan normalmente en los animales 5XFAD, por lo que no son

alterados producto de la fisiopatologia de la EA.

Las hembras WT y 5XFAD presentan mayor expresiéon de Thrat que los machos de ambos
genotipos, lo que podria generar una mayor sensibilidad a la accidn de la T3 y susceptibilidad en

la EA.

El sexo es una variable biolégica critica en el analisis de la EA y sus alteraciones neuroendocrinas.
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13.

13.1

ANEXOS

ANEXO 1: ACTA DE APROBACION CICUAL-UV Y DIRECCION GENERAL DE AGRICULTURA,

GANADERIA Y ALIMENTACION DE LA COMUNIDAD DE MADRID

=05 . :
= | Universidad AROS ACREDITADA
x X 3 NIVEL DE EXCELENCIA
deValparaiso
CHILE )

ACTA DE EVALUACION BIOETICA
CODIGO: BEA193-23

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

INVESTIGADOR RESPONSABLE s Dra. Daniela Lépez Espindola

TITULO DEL PROYECTO : Rol de las hormonas tiroideas en los mecanismos fisiopatolégicos
de la enfermedad de Alzheimer y sus potenciales implicancias
terapéuticas.

FINANCIAMIENTO : FONDECYT DE INICIACION 2023

CODIGO DEL PROYECTO : N°11230727

PROTOCOLO EXPERIMENTAL : BEA193-23

Para su evaluacion, el Comité reviso 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 duracién 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 la 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 Ultimo trimestre 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.

Instituto De Fisiologia
Facultad De Ciencias
Universidad Valparaiso

Presidente CICUAL-UV

AN

Q\)’ ' I ‘ UA L Montafia 885, Vifia del Mar | Fono: +56 (32) 250 7000 | E-mail: cicual@uv.cl

& DT wv.cl
uso de Animales de Loboratorio
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Firmado digitalmente por: CARPINTERO HERVAS JESUS

Fecha: 2023.11.02 15:12

Ref: 30/083233.9/23

Direccién General de Agricultura,

Ganaderia y Alimentacion

CONSEJERIA DE MEDIO AMBIENTE,

de Madrid AGRICULTURA E INTERIOR

Vista la solicitud presentada por ANA CRISTINA GUADANO FERRAZ, para la
autorizacion del proyecto de memoria técnica titulada “ROLE OF THYROID HORMONES IN
THE PATHOPHYSIOLOGICAL MECHANISMS OF ALZHEIMER'S DISEASE AND ITS POTENTIAL
THERAPEUTIC IMPLICATIONS” y duracién de 3 ANOS, a desarrollar en el centro usuario 11B
ALBERTO SOLS-CSIC con cédigo de registro ES280790000188 y siendo el responsable del
proyecto ANA CRISTINA GUADANO FERRAZ.

Visto el informe favorable del Area de Proteccién Animal de la Subdireccién General
de Produccion Agroalimentaria.

Considerando que el citado proyecto se ajusta a lo establecido en el Real Decreto
53/2013 de 1 de febrero por el que se establecen las normas bdsicas aplicables para la
protecciéon de los animales utilizados en experimentacién y otros fines cientificos,
incluyendo la docencia.

x®

Esta Direccion General ha resuelto: autorizar la realizacion del proyecto ’§§

- =z . 2 + 2%
referenciado con una duracién de 3 ANOS desde la fecha de esta resolucion, siempre %
que se mantengan las condiciones del centro usuario, las que dieron lugar a la autorizacion y é,%
que el personal que intervenga tenga la preparacion y formacion adecuada que se especifica ‘2‘5
en el citado Real Decreto y cuente con la capacitacion para ejercer las funciones que va a =8
desarrollar en las especies que se van a utilizar en el proyecto. El régimen de sanciones e i
infracciones de lo previsto en este real decreto se regird por lo previsto en la Ley 32/2007, 58

de 7 de noviembre, de proteccion de los animales en su explotacién, transporte,
experimentacion o sacrificio, y en la normativa autonémica de aplicacién, sin perjuicio de las
responsabilidades civiles, penales o de otro orden que pudieran concurrir.

se puede ¢

Tal y como se establece en el informe de evaluacion aportado, este proyecto no
deberd ser sometido a la realizacion de una evaluacién retrospectiva.

Contra esta Resolucién, que no agota la via administrativa, cabe interponer recurso
de alzada en el plazo de un mes, contado desde el dia siguiente a la recepcion de esta
notificacién, ante el Viceconsejero de Medio Ambiente, Agricultura y Ordenacion del
Territorio, conforme a lo establecido en el articulo 121 y siguientes de la Ley 39/2015, de 1
de octubre, del Procedimiento Administrativo Comun de las Administraciones Publicas.

icidad de este d

mediante el siguiente codigo seguro de verificacion

La

Madrid, a fecha de la firma | ,
EL DIRECTOR GENERAL DE AGRICULTURA, GANADERIA Y ALIMENTACION
(P.D.F. Resolucién de 18 de noviembre de 2021)
EL SUBDIRECTOR GENERAL DE PRODUCCION AGROALIMENTARIA
(Documento firmado electrénicamente. Huella de firma en el lateral)

Ref.: PROEX 282.4/23



13.2 ANEXO 2: ACTA DE CERTIFICACION COMITE DE BIOSEGURIDAD DE LA UNIVERSIDAD DE
VALPARAISO

-
A Universidad

M deValparaiso
CHILE

Vicerrectoria de Investigacion e Innovacion

Comité de Bioseguridad
CERTIFICADO DE BIOSEGURIDAD
BS05-23

El Comité de Bioseguridad de la Universidad de Valparaiso, declara que, evalud el protocolo experimental del Proyecto
Fondecyt de Iniciacion 11230727, financiado por la Agencia Nacional de Investigacidn y Desarrollo (ANID), titulado "ROLE
OF THYROID HORMONES IN THE PATHOPHYSIOLOGICAL MECHANISMS OF ALZHEIMER&#39;S DISEASE AND
ITS POTENTIAL THERAPEUTIC IMPLICATIONS", presentado por |a investigadora responsable Daniela Lopez Espindola,
de la Facultad de Medicina de la Universidad de Valparaiso.

l. Para su evaluacion el Comité de Bioseguridad revisé los antecedentes presentado por el interesado en relacion a los
riesgos y medidas preventivas de las actividades planteadas en el proyecto referido, aquellas actividades se
realizaran en los-Laboratorios de Ciencias Morfologicas, Investigaciones Biomédicas, Laboratorio de Biologia
Molecular, Centro de Investigaciones Biomédicas, Laboratorio de Sinaptopatias, de la Escuela de Medicina, Edificio
Bruno Gunther, Facultad de Medicina de la Universidad de Valparaiso.

Il. En la evaluacion de Bioseguridad del proyecto, el Comité considerd apropiados el control de riesgos, las medidas
preventivas, la gestion de residuos y el resguardo de la comunidad y del medio ambiente.

M. Por lo anterior, el Comité de Bioseguridad de la Universidad de Valparaiso certifica que este protocolo experimental
contempla las medidas de Bioseguridad definidas en el Reglamento de Higiene y Sequridad de la UV y en el Manual
de Bioseguridad de CONICYT.

IV. Se extiende este certificado para ser presentado a la Agencia Nacional de Investigacion y Desarrollo (ANID).

. St

ANGELA HERRERA PAREDES
PRESIDENTA

COMITE BIOSEGURIDAD
UNIVERSIDAD DE VALPARAISO

VALPARAISO, marzo de 2023.

Montafia 885, Vifila Del Mar| Fono-Fax: +56 (32) 2507887
www.uv.cl
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