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RESUMEN

Introduccién: La demencia es un sindrome clinico que involucra el deterioro de varias funcio-
nes cognitivas. Objetivo: Obtener modelos de demencia en animales con cepas de ratones
producidas en Centro Nacional para la Produccion de Animales de Laboratorio y demostrar
su utilidad en el desarrollo de una formulacion para su tratamiento. Métodos: Se evaluaron
animales jovenes de las cepas OF1 'y C57BL/6_, con 3 compuestos que se administraron
intracerebroventicular para obtener un modelo de demencia tipo Alzheimer. Ademas, se rea-
liz6 la caracterizacion neuroconductual, hematoldgica, bioguimica e histoldgica de las cepas
BALB/c,,, OFTcenpy C57/BL/6,, envejecidas como modelo de demencia. Estos modelos
se evaluaron en el desarrollo del nuevo farmaco de origen bioldgico Biocen-128. Resultados:
La cepa OF1_, respondié mejor que la C57BL/6_,, al modelo de Alzheimer por administra-
cion de estreptozotocina y en ese modelo se demostro el efecto antineuroinflamatorio de la
formulacion BioCen-128. En las 3 cepas de ratones envejecidos se presenté deterioro en la
funcion cognitiva, en los ratones BALB/c,  y OF1 .~ se encontré un aumento del dafio oxi-
dativo; y en BALB/c, y C57BL/6,, ocurrio una disminucion del peso del timo. Ademas, el
peso del cerebro disminuyd en las 3 cepas estudiadas. Se obtuvo un aumento de polimorfos
nucleares y una disminucion de linfocitos en los ratones C57BL/6cenp. En las cepas BALB/
Ceenp ¥ CO7BL/6,, s€ demostro el efecto positivo de BioCen-128 respecto a parametros con-
ductuales, hematoldgicos y bioquimicos. Conclusiones: Los ratones machos de la cepa
OF1cenp [(15-16) meses] y BALB/c_,  [(12-13) meses] y hembras de la cepa C57BL/6
[(15-16) meses] pueden ser utilizados como modelo de demencia. Los modelos de demencia
desarrollados fueron validados con la aplicacion de BioCen-128 ya que se modificaron mar-
cadores caracteristicos de la demencia tipo Alzheimer.
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INTRODUCCION

Obtaining models of dementia in mouse strains and their
application in the development of new drugs

ABSTRACT

Introduction: Dementia is a clinical syndrome that involves the decline of various cognitive
functions. Objective: To obtain animal models of dementia with mice strains produced in
Centro para la production de animales de laboratorio and to demonstrate its usefulness in
the development of a formulation for its treatment. Methods: Young animals of the strains
OF1,,, and C57BL/6,,  were evaluated with three compounds that were administered intra-
cerebroventricularly to obtain an Alzheimer-type dementia model. In addition, it was carried
out the neurobehavioral, hematological, biochemical and histological characterization of the
strains BALB/c,,, OFTcenp and C57/BL/6,, of aged mice as a model of dementia. These
models were evaluated for the development of the new biologic drug Biocen-128. Results:
OF1,,,, strain responded better than the C57BL/6 1o the Alzheimer’'s model by administra-
tion of streptozotocin and in this model, the anti-neuroinflammatory effect of the BioCen-128
formulation was demonstrated. In the three strains of aged mice there was observed deterio-
ration in cognitive function, in BALB/c_,  and OF1_ mice an increase in oxidative damage
was found; and in BALB/c_,  and C57BL/6_  there was a decrease in thymus weight. In
addition, brain weight decreased in all three strains studied. An increase in nuclear polymor-
phs and a decrease in lymphocytes were observed in C57BL/6 = mice. In the BALB/c_,
and C57BL/6,,, strains, the positive effect of BioCen-128 was demonstrated with respect to
behavioral, hematological and biochemical parameters. Conclusions: Male mice of the strain
OF1_,, (15-16 months) and BALB/c_, , (12-13 months) and females of the strain C57BL/6,
(15-16 months), can be used as a model of dementia. The dementia models developed were
validated with the application of BioCen-128 since characteristic markers of Alzheimer’s de-

mentia were modified.
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coldgica o naturalmente envejecidos. © En el grupo de modelos
gue se obtienen por induccién con sustancias quimicas, uno de

La demencia es un sindrome que involucra el deterioro
de funciones cognitivas como la memoria, el lenguaje, el pen-
samiento, la atencion y el célculo. ™ El deterioro de estas fun-
ciones es la expresion de la modificacion hematoldgica, bio-
quimica e histoldgica que ocurre en el organismo con mayor
énfasis en el sistema nervioso central. El riesgo de padecer
demencia aumenta con el envejecimiento. La Organizacion
Mundial de la Salud calcula que en el mundo entre un 5% y un
8 % de la poblacion mayor de 60 afios presenta diagndsticos
de demencia. @ Actualmente en Cuba se estima que existen
de 160 mil a 170 mil personas afectadas, y esa cifra pudiera
ascender a 421 mil para 2050. % La enfermedad de Alzhei-
mer (EA) es el tipo mas comun de demencia. @

Existe una gran variedad de modelos animales de demen-
cia, clasificados en funcion del mecanismo por el que éste se
produce. ® Estos modelos se agrupan en 3 tipos fundamenta-
les: modificados genéticamente, inducidos por accion farma-

los mas utilizados es el de la administracion intracerebroventri-
cular (i.c.v.) de estreptozotocina (ETZ), el cual es considerado
un modelo clasico de neuroinflamacion, elemento patoldgico
que se ha descrito en la mayoria de las demencias.

Durante la fase no clinica del desarrollo de productos para €l
tratamiento de las enfermedades demenciales, un requisito indis-
pensable es la aplicacion de pruebas conductuales que demues-
tren la mejoria en modelos donde se presenten sintomas. © Entre
las pruebas mas utilizadas estan las que miden memoria espacial
como la del Laberinto acuético de Morris (LAM), las de aprendiza-
je asociativo como la prueba de evitacion pasiva y las que miden
memoria no espacial como la de reconocimiento de objetos. ©

En Cuba el CENPALAB ha desarrollado varias cepas de ra-
tones que se pueden utilizar en este tipo de investigacion (ra-
tones_ ). Se conoce que no todas las cepas responden a una
determinada prueba conductual, asi como que una respuesta
satisfactoria se puede obtener bajo diferentes condiciones.
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(810112 Ademds, la edad de los animales influye en la respues-
ta a estas pruebas. 37 Sin embargo no se tienen reportes
de que estos aspectos hayan sido estudiados a profundidad
en Cuba, lo cual serviria de base metodologica para los es-
tudios relacionados con el desarrollo de modelos animales
de demencia. El objetivo de este trabajo es obtener modelos
animales de demencia con cepas de ratones y validacion de
su empleo para el desarrollo de una formulacién dirigida al
tratamiento de la demencia tipo Alzheimer.

METODOS

Los estudios experimentales en modelos animales que se
describen a continuacion fueron realizados en las instalacio-
nes del vivario del Centro Nacional de Biopreparados (BioCen),
provincia de Mayabeque, Cuba. Estos experimentos fueron
ejecutados en el periodo comprendido entre los afios 2017 y
2021. Los aditamentos utilizados para la evaluacién conduc-
tual y la administracion i.c.v. a los animales fueron fabricados
en BioCen con materiales recuperados u ociosos, a partir de
referencias comerciales. Todos los reactivos utilizados en
este trabajo fueron suministrados por Sigma-Aldrich-Merck
(Alemania). Mientras que los animales y el alimento para su
mantenimiento durante el periodo experimental, fueron sumi-
nistrados por el Centro Nacional para la Produccion de Ani-
males de Laboratorio (CENPALAB), provincia de La Habana,
Cuba. Los animales fueron ubicados en cajas de polipropile-
no, con encamado de viruta de madera (Sournid). Se mantu-
vieron en una sala convencional con ambiente controlado e
iluminacion de 12 h luz y 12 h oscuridad. Se utilizo la dieta
EAO1004,, para roedores ad libitum y agua potable.

cen

Obtencion y validacion de modelos animales de
demencia por administracion intracerebroventricular
de estreptozotocina

Se utilizaron 40 ratones OF1_ 'y 30 C57BL/6,, machos
de (2-3) meses de edad que fueron distribuidos en 4 grupos
y previamente anestesiados con ketamina por via intraperito-
neal (i.p.). La administracion i.c.v. se realizo con un aditamen-
to construido en BioCen, bilateralmente a todos los animales
el mismo dia. Se administré con liquido cefalorraquideo arti-
ficial (LCRA) un grupo control por cada cepa y uno en cada
caso con ETZ a la dosis de 1,5 mg/kg. Después de (15y 21)
dias de la administracion los animales se pesaron y se les
aplico la prueba de evitacion pasiva. (9

Con la cepa que mostré mejor resultado se conformaron
3 grupos que se trataron con BioCen-128. Los grupos Glll y
GIV via i.p. cada 3 dias a las dosis de 10 mg/kg y 5 mg/kg
respectivamente y el grupo GV por via intranasal (i.n.) diaria-
mente a la dosis de Tmg/kg. La evaluacion de la respuesta se
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realizd con las pruebas de evitacion pasiva y del laberinto en
Y con el brazo cerrado que se aplicaron siguiendo el procedi-
miento descrito por Esquivel et al. (2022a). (9

BioCen-128: es un ingrediente farmacéutico activo pre-
parado a una concentracion de 1,7 mg/mL de proteinas to-
tales, disuelto en solucion de NaCl al 0,9 %. Es un extracto
purificado de timo bovino que contiene timosina alfa 1 (Tal)y
B4 (Tb4) como componentes principales. El extracto también
contiene ubiquitina y otras proteinas de menor peso molecu-
lar, derivadas del timo, involucradas en la modulacion del sis-
tema inmunoldgico, en la sinapsis y plasticidad neuronal. (1519

Obtencion y validacion de modelos animales
de demencia a partir de animales naturalmente
envejecidos

Experimento 1

Evaluacion de ratones de la cepa BALB/c,,: Se utilizaron
120 ratones machos de (2-3) meses de edad. Cuando los ani-
males tuvieron (4-5) meses de edad, se seleccionaron 10 para
conformar el grupo control. Luego se seleccionaron grupos
de 10 animales cada 4 meses hasta que el animal presentara
deterioro cognitivo. Se determind el porcentaje de superviven-
cia, el peso corporal y se evalué la funcién cognitiva mediante
las pruebas del laberinto en Y con los 3 brazos abiertos y la de
reconocimiento de objetos. (17

Se realizaron determinaciones bioquimicas y se calculd
en muestras de sangre el porcentaje de polimorfonucleares
(PMN) y de linfocitos. Los animales se sacrificaron y se ex-
trajo el cerebro, timo, bazo, rifones y pulmones para analizar
su peso. Se realizaron analisis histolégicos con tinciones de
hematoxilina y eosina a la edad de (16-17) meses con un mi-
croscopio éptico (Meiji Techno, Japén). Se obtuvieron homo-
genados de cerebro segun el método descrito por Uwe y Von
Hagen (2009) ® para medir el dafio oxidativo a proteinas. (1920

Para validar la utilidad de este modelo se realizé la eva-
luacion de BioCen-128 via i.n. Se conformaron 4 grupos, 3 con
animales envejecidos y 1 de animales jévenes (G1). G1y 1 de
los grupos de animales envejecidos (G2) recibieron NaCl al
0,9 % (placebo). Mientras que los restantes grupos recibieron
BioCen-128, via i.n. a la dosis de 1,5 mg/kg, con una frecuen-
cia diaria durante 6 6 10 semanas (G3 y G4).

Evaluacion de la respuesta al tratamiento: Se realizo dia-
riamente la inspeccion visual de los animales para detectar
sintomas de toxicidad. Al concluir las primeras 6 semanas de
tratamiento, se aplicd alos grupos G1 al G3 la prueba del labe-
rinto enY; y al término de las 10 semanas se aplico la prueba
de reconocimiento de objetos. (" Previo al sacrificio se colec-
taron muestras de sangre del plexo retroorbital que se utiliza-
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ron para las determinaciones hematologicas. Posteriormente
los animales fueron sacrificados por dislocacién cervical y en
5 animales de cada grupo se procedio a la extraccion y pesa-
da de los érganos cerebro, pulmones y rifiones.

Experimento 2

Evaluacion de ratones de la cepa OF1_ : Se utilizaron ra-
tones machos jovenes (2-3 meses, n = 30), de mediana edad
(7-8 meses n = 30) y envejecidos (15-16 meses, n = 30). Se mi-
dio el peso corporal del cerebro e higado, y se evalud la funcion
cognitiva. Las pruebas de reconocimiento de objetos y el labe-
rintoen Y con los 3 brazos abiertos se ejecutaron como se des-
cribié en el experimento anterior. (7 Se aplico la prueba del LAM
siguiendo la metodologia descrita por Esquivel et al. (2022b).
@0 En 10 animales de cada grupo se colecté sangre por el plexo
retrorbital y en la muestra se midié la concentracion de triglicé-
ridos, colesterol y glucosa (HELFA Diagnostic, Cuba). Los ani-
males se sacrificaron y se extrajo el cerebro para determinar la
capacidad antioxidante total por el juego de reactivos RANDOX
(Reino Unido) y dafio oxidativo a lipidos y proteinas. (1920

Experimento 3

Evaluacion de ratones de la cepa C57BL/6,, : Se emplearon
20 ratones hembras de (3-4) meses de edad y 20 de (15-16) me-
ses de edad. Se midio el peso corporal y se evalud la funcion cog-
nitiva por la aplicacion de las pruebas de evitacion pasiva, laberinto
en'Y con 3 brazos abiertos y LAM. Estas pruebas se ejecutaron si-
guiendo los procedimientos descritos por Esquivel et al. (2021). @2

Se utilizaron 10 ratones de cada grupo y se colectd san-
gre para realizar las determinaciones de PMN, linfocitos, trigli-
céridos y glucosa (HELFA diagnostic, Cuba). Los animales se
sacrificaron y se extrajeron los érganos cerebro, timo, bazo,
higado, riflones y pulmones para determinar su peso. Estos
érganos, excepto el timo, se fijaron y se destinaron a andlisis
histoldgicos por tincion de hematoxilina y eosina con un mi-
croscopio Meiji Techno (Japén). En otro grupo de animales se
extrajo el cerebro con el cual se prepar6 el homogenado. En
este se determinaron la actividad de las enzimas superoxido
dismutasa (SOD) y glutation peroxidasa (GPx) segun los Kit
RANDOX (Reino Unido). Con las muestras obtenidas se reali-
zaron Kit de Elisa para la cuantificacion de timosina al (Tal)
(Immundiagnostik AG, Alemania) y de Interleuquina 1-Beta
(IL-1R) (Biovendor, Republica Checa).

En los animales envejecidos donde se verifico la presen-
cia de deterioro cognitivo y otros parametros que permiten
utilizarlo como modelo de demencia, se administrd Bio-
Cen-128 para validar el modelo obtenido. Los ratones fueron
agrupados en 6 grupos (G3 y G6 recibieron BioCen-128). De
ellos 3 recibieron tratamiento por via i.n. y 3 por via i.p., a la

frecuencia de 2 veces por semana. G1y G2 fueron controles
jovenes y envejecidos respectivamente de la via i.n.y G4y
G5 de la via i.p. Cuando concluyd el tratamiento, se aplico la
prueba del laberinto en Y; y la prueba de evitacion pasiva. (7
Los animales fueron desangrados por el plexo retrorbital y se
obtuvo el suero para la cuantificacion de glucosa vy triglicéri-
dos (HELFA Diagnostic, Cuba).

Analisis estadistico

Se utilizd el software GraphPad 5.0 (Estados Unidos). Se
aplico la prueba t de Student’s para comparar 2 grupos o se rea-
lizé un andlisis de varianza (ANOVA) de una sola via al comparar
la misma variable en varios grupos. En este Ultimo caso si se en-
contraron diferencias se realizé la prueba a posteriori de Tukey.
Se consideraron diferencias significativas para p < 0,05. Los pro-
tocolos fueron aprobados por el Comité Institucional de Etica
para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de BioCen.

RESULTADOS

Obtencion de modelos animales de demencia por
induccion con estreptozotocina

Los ratones OFTcenp cumplieron con el criterio de efica-
cia establecido para la cantidad de animales que desarrolla-
ron deficiencia cognitiva (= 75 %) con un 85 % después de
15 dias de la administracion de ETZ, mientras que en los rato-
nes C57BL/6cenp solo el 60 % de los animales desarrollaron
deficiencia cognitiva a los 21 dias. La evaluacion del déficit
cognitivo por la prueba de evitacion pasiva en ambas cepas
demostré que la latencia de escape fue significativamente
menor en el grupo de ETZ que en el placebo (figura 1).

Se verifico la reproducibilidad del modelo de demencia por
la administracion i.c.v. de ETZ en ratones OF1 cenp Después del
tratamiento con BioCen-128, solo el grupo que recibid la do-
sis de 10 mg/kg por via i.p. no mostro diferencias significati-
vas en relacion a los controles respecto al periodo de latencia
(figura 2 A). En el caso del laberinto en Y con el brazo cerra-
do, tanto el grupo al que se administré BioCen-128 por via i.p.
(10 mg/kg), como el grupo que recibio esta formulacion i.n.
mostraron una mejoria en la funcion cognitiva. En estos casos,
el tiempo de permanencia en el brazo bloqueado (C) fue signi-
ficativamente mayor que en los otros 2 (A'y B) (figura 2 B). (9

Obtencion y validacion de modelos animales
de demencia a partir de animales naturalmente
envejecidos

Experimento 1
Evaluacion de ratones de la cepa BALB/c, :La sumatoria
de las muertes naturales (8,33 %) y de sacrificios (42,50 %) repre-
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Fig. 1. Prueba de evitacion pasiva. (A) Ratones OF1cenp machos después de 15 d de la administracion i.c.v. (B) Ratones C57BL/6cenp machos
después de 21d de la administracion i.c.v. * Representa diferencias significativas para cada grupo respecto al placebo (LCRA) (p < 0,05).

sentaron una supervivencia real de 50,83 %. Cuando los ratones
tenfan (8-9) meses de edad la agresividad alcanzé las mayores
dimensiones. El peso corporal de los ratones fue significativamen-
te mayor a partir de los (8-9) hasta los (16-17) meses de edad. @

En la prueba del laberinto en Y se obtuvo una disminucion
significativa del porcentaje de alternacion en los animales a
partir de (12-13) meses de edad (figura 3 A). El indice de prefe-
rencia (IP) por el objeto nuevo (ON) en la prueba de reconoci-
miento de objetos fue menor a los (12-13) meses y no mostro
diferencias significativas respecto al objeto familiar (OF) a la
edad de (16-17) meses (figura 3 B). ®® Se obtuvo un aumento
significativo en la poblacion de PMN desde los (8-9) meses
de edad, mientras que los linfocitos disminuyeron significati-
vamente (figura 3 C). El peso del timo y del cerebro disminuyd
(figura 3 D-E) y el del bazo, rifiones y pulmones aumenté sig-
nificativamente hasta la edad de (16-17) meses. Se demostro
un aumento del dafio oxidativo a las proteinas en el homoge-
nado de cerebro a partir de la edad de (8-9) meses (figura 3 F).
Ala edad de (16-17) meses se observaron lesiones tumorales
en los pulmones (figura 3 G) y una degeneracion glomerular
en rifiones (figura 3H).

Como resultado de la evaluacion de BioCen-128 via
i.n. en el modelo de demencia de ratones BALB/c_ ma-
chos envejecidos naturalmente no se encontraron signos
clinicos de toxicidad; ni afectaciones respiratorias, del sis-
tema nervioso, cardiovascular o gastrointestinal durante
las observaciones diarias. No se obtuvieron diferencias
significativas entre el grupo placebo y el grupo tratado
con BioCen-128 en la prueba del laberinto en Y a las 6
semanas de tratamiento. La respuesta cognitiva de los
animales al tratamiento con Biocen-128 al concluir las 10
semanas, en la prueba de reconocimiento de objetos de-

mostré que los 2 grupos tratados mejoraron respecto a
los controles envejecidos e incluso respecto a los contro-
les jovenes. Se obtuvo un aumento en el peso del cerebro
del grupo tratado durante 6 semanas. ('® Los pulmones
y riflones aumentaron su peso significativamente en los
grupos G2, G3y G4 respecto al G1.

Experimento 2

Evaluacion de ratones de la cepa OF1_ - El peso corporal
de los ratones OF1_ ~machos a partir de la edad de (7-8) me-
ses, fue significativamente mayor que el del grupo control. Se
observé una diferencia significativa en el nimero de entradas
en ambos grupos envejecidos en relacion con el control en la
prueba del laberinto en Y. El porcentaje de alternacion fue signi-
ficativamente menor en los animales de (7-8) y (15-16) meses.
En la prueba de reconocimiento de objetos en el control joven
el IP para el ON fue significativamente mayor que para el OC, al
contrario de lo que ocurria con animales de mediana edad (7-8)
meses. En los ratones de (15-16) meses no hubo diferencias
significativas. @V En la prueba del LAM en la fase de retencion
se observo que los animales de (2-3) meses nadaban durante
un tiempo significativamente mayor en el cuadrante platafor-
ma, lo que no ocurrié con los animales de (7-8) y (15-16) meses
de edad. Los animales jovenes encontraron el cuadrante plata-
forma significativamente mas rapido. También se obtuvo que
el peso del cerebro disminuyo significativamente a medida que
avanzaba la edad de los animales y la concentracion de glu-
cosa, triglicéridos y colesterol en el suero mostré un aumento
significativo en el grupo de (15-16) meses. ¢V

En el homogenado de cerebro se demostrd que el dafio
oxidativo a los lipidos fue significativamente mayor en am-
bos grupos de animales envejecidos con respecto al grupo de
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el grupo control antes del tratamiento, (+) Indica p < 0,05 en comparacion con el grupo control después del tratamiento. (B) Laberinto en'Y con un
brazo cerrado " indica p < 0,05 vs. Brazo C-novedoso dentro de cada grupo, + indica p < 0,05 vs. Brazo-C del grupo ETZ

control joven. Mientras que el dafio oxidativo a las proteinas
solo fue significativamente mayor en el grupo de (15-16) me-
ses de edad respecto al control. En la determinacion de la ca-
pacidad antioxidante total se obtuvo que a partir de los (7-8)
meses de edad se muestra una tendencia a disminuir, siendo
significativa a los (15-16) meses de edad de los ratones. @V

Experimento 3

Evaluacion de ratones de la cepa C57BL/6, ' Los cambios
encontrados se refieren a la comparacion del grupo envejecido
de (15-16) meses respecto a los controles jévenes. El peso de los
animales de (15-16) meses de edad fue significativamente ma-
yor. Enel laberinto Y el porcentaje de alternacion fue significativa-
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Fig. 3. Marcadores de demencia identificados en el modelo de ratones machos BALB/c_,  naturalmente envejecidos; A) porcentaje de alternacion
en el Laberinto en'Y; B) IP en la prueba de reconocimiento de objetos; C) linfocitos; D) peso del timo; E) peso del cerebro; F) proteinas carboniladas.

“indica diferencias significativas en relacion al grupo control o en B al objeto familiar (p < 0, 05); G) lesiones tumorales en pulmoén; H) degeneracion
glomerular en rifiones
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mente menor en los animales de (15-16) meses. En la prueba de
evitacion pasiva la latencia para ingresar al compartimiento os-
curo (CO) de los animales jévenes fue significativamente mayor.
En el LAM durante la fase de retencion se obtuvo que los
animales jovenes nadaban durante un tiempo significativa-
mente mayor en el cuadrante de la plataforma (figura 4 A). La
poblacion de linfocitos en el grupo de (15-16) meses de edad
disminuy¢ significativamente, contrario a lo ocurrido con los
PMN. La concentracion de glucosa y de triglicéridos mostré un
aumento significativo en el grupo de (15-16) meses. #?
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El peso del cerebro y timo en ratones de (15-16) meses
de edad fue significativamente menor (figura 4 B-C). La con-
centracion de Tal en el homogenado de cerebro en el grupo
envejecido tuvo una disminucion significativa (figura 4 D). Ade-
mas, la IL-1R (figura 4 E) y el dafio oxidativo a lipidos (figura 4
F) aumentaron significativamente en los animales envejecidos.
Estos presentaron menor actividad de las enzimas SOD y GPx.
@4 En el 70 % de los animales envejecidos se observd engrosa-
miento de los septos alveolares y algunas areas con infiltracion
linfocitaria en la morfologia del pulmdn (figura 4 G). @2
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Fig. 4. Marcadores de demencia identificados en el modelo de ratones hembras C57BL/6cenp naturalmente envejecidos; A) porcentaje de
tiempo en cada cuadrante en la fase de retencion en el LAM; B) peso del cerebro; C) peso del timo; D) concentracion de Timosinas al; E)
concentracién de Interleuquina 1Beta; F) dafio oxidativo a lipidos; G) infiltracion linfocitaria en pulmones. * Indica p < 0,05 comparado al grupo
control joven
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Con la administracion de BioCen-128 los resultados obte-
nidos en la prueba del laberinto en Y demostraron la superiori-
dad de los animales de los grupos controles (G1y G4) que fue
similar a los grupos tratados por ambas vias (figura 5 A). Enla
prueba de evitacion pasiva se obtuvo que los animales enve-
jecidos tuvieron un periodo de latencia significativamente me-
nor que los animales que recibieron BioCen-128 por ambas
vias. La concentracion de glucosa en el grupo G3 fue menor
significativamente que en los grupos controles jovenes y en-
vejecidos. En el grupo de animales tratados con BioCen-128
por viai.p. se comportd de manera similar a los animales con-
troles envejecidos (figura 5 B). Se obtuvo una disminucion en
los animales tratados por la via i.n. e i.p. de la concentracion
de triglicéridos (figura 5 C). (1

DISCUSION

El modelo desarrollado en este trabajo por administra-
cioni.c.v. de ETZ a partir de la evaluacion de los ratones de
las cepas OF1_, 'y C57BL/6,, es clasico de demencia tipo
Alzheimer. @ Sin embargo, la diversidad de cepas, disefios
de administracion, y pruebas conductuales aplicadas es
muy variable. Por lo tanto, cada laboratorio debe establecer

:

]
=
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su metodologia para obtener el modelo de forma reprodu-
cible bajo sus condiciones.

Los resultados obtenidos en la prueba de evitacion pasiva
(ver figura 1 A) demostraron que los ratones OF1 cenp desarro-
llaron deficiencia cognitiva, por lo que se puede afirmar que
se obtuvo el modelo de demencia tipo Alzheimer. (9 En este
experimento los resultados de la prueba de evitacion pasiva
mostraron la presencia de deficiencia cognitiva en el grupo
de la ETZ (ver figura 4 B). Teniendo en cuenta que el porcen-
taje de animales que desarrollaron deficiencia cognitiva, 60 %,
frente a 85 % en OF1cenp, asi como que se requiriod un tiem-
po de 21 dias en lugar de 15 como ocurrié en OF1_ ~ para
que los animales presentaran deficiencia, se puede concluir
que los mejores resultados se obtuvieron con OF1_ . Desde
el punto de vista econdmico y practico estos experimentos
contribuyen a la sustitucion de importaciones en relacion a
la construccién del aditamento para la inoculacion del com-
puesto por viai.c.v.

A partir de los resultados favorables obtenidos durante
la obtencion del modelo de demencia tipo Alzheimer por la
administracion i.c.v. de ETZ en la cepa OF1,,, este disefo
fue validado para evaluar el efecto del farmaco en desarrollo
BioCen-128. Los resultados obtenidos en los grupos tratados
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Fig. 5. Marcadores de respuesta al tratamiento con BioCen-128 en ratones C57BI/6

tracion de glucosa; C) concentracion de triglicéridos; G 1) controles jovene
3y G 6) recibieron BioCen-128 via i.n. y via i.p. respectivamente. * Diferenci
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por via i.p. a la dosis de 10 mg/kg y por via i.n. a la dosis de
Tmg/kg (ver figura 2 A-B) valida la utilidad del modelo de de-
mencia estandarizado para la evaluacién de farmacos con
potencialidades antineuroinflamatorias. (/9

El otro modelo de demencia obtenido fue a partir de ra-
tones naturalmente envejecidos. Una de las cepas evaluadas
fuelaBALB/c_, por sureconocido uso en estudios relaciona-
dos con la inmunidad que tiene estrecha relacién con el enve-
jecimiento. ®¥ La aparicion de rifias frecuentes en las cajas,
especialmente a la edad de (8-9) meses, pudiera explicarse
porque esta reportado que los ratones machos BALB/c,, son
los mas agresivos y los que con mayor dificultad se adaptan
a convivir dentro de las cajas de alojamiento. ® Este aspecto
relacionado con el manejo es desventajoso, sin embargo, el
incremento con la edad del peso corporal demuestra que los
animales que permanecieron en el experimento mostraron un
adecuado estado de salud. @

La deficiencia cognitiva que se encontré a partir de la
edad de (12-13) meses por las pruebas del laberinto en Y y
de reconocimiento de objetos (ver figura 3 A-B), demuestra
la utilidad de estos animales como modelo de demencia tipo
Alzheimer, pues el hipocampo es la estructura cerebral involu-
crada en la respuesta conductual que se mide en ambas prue-
bas. @52 Se demostrd por primera vez en el pais el deterioro
cognitivo, relacionado con la funcionalidad del hipocampo en
las cepas estudiadas.

El comportamiento de linfocitos y PMN, asi como del
peso del timo y el bazo también constituyen marcadores de
demencia que se han descrito por primera vez en ratones
BALB/c_,,, machos desde la edad de (12-13) meses (ver figu-
ra 3 C-D). Ademas, la disminucién del peso del cerebro, (ver
figura 3 E) constituye un marcador que se ha encontrado post
mortem en personas con demencia tipo Alzheimer. @9

El aumento del dafio oxidativo a las proteinas (ver
figura 3 F) es otro marcador, ya que la concentracion de pro-
teinas oxidadas es mayor en el cerebro de personas con de-
mencia. @ El aumento significativo obtenido del peso de los
pulmones debe estar relacionado con las lesiones observadas
en la histologia pulmonar (ver figura 3 G). Se ha demostrado
que la funcion cognitiva se ve afectada en pacientes con en-
fermedad pulmonar con o sin hipoxemia. % Asociado con el
envejecimiento en ratones se observa inflamacion, apoptosis
y estrés oxidativo que, en conjunto, deterioran la funcion renal.
(2031 Este deterioro se reflejé en la degeneracion glomerular
de la histologia de este érgano en el estudio (ver figura 3 H).

Durante la validacion del modelo animal descrito anterior-
mente con la aplicacion de BioCen-128, se demostro la utilidad
practica del mismo. Fue posible establecer parametros impor-
tantes como son la via de administracion, dosis y frecuencia.

El experimento demostro la utilidad del modelo con la identifi-
cacién de 2 variables de respuesta, una cognitiva, la prueba de
reconocimiento, y una morfoldgica, el peso del cerebro. En re-
lacion a los resultados especificos para el desarrollo de la fase
no clinica de BioCen-128 el experimento demostro los mejores
resultados para el tiempo de tratamiento de 6 semanas, fre-
cuencia diaria por via i.n. y a la dosis de 1,5 mg/kg. (1®

Se evalud la OF1 teniendo en cuenta que presenta un
comportamiento mucho menos agresivo entre los miembros
del grupo. El resultado del incremento de peso con la edad,
corrobora el adecuado estado de salud de los animales. Los
hallazgos en las pruebas conductuales demuestran la apari-
cion de deficiencia cognitiva en los ratones OF1_ ~machos
a partir de los (7-8) meses de edad, que se evidencia por
3 pruebas (laberinto en Y, reconocimiento de objetos y LAM)
relacionadas con la funcionabilidad del hipocampo. 12627

La disminucion del peso del cerebro permite suponer la
presencia de neurodegeneracion, elemento morfoldgico que
se ha descrito en varios tipos de demencia. ®?) El aumento
de los niveles de glucosa sérica, se corresponden con lo re-
portado en la literatura ya que se conoce que durante el pro-
ceso de envejecimiento que conduce al deterioro cognitivo y
la demencia, se establece un hipometabolismo de la glucosa
en el cerebro. ¥ Los niveles de triglicéridos y colesterol se
consideran otro marcador ya que se ha descrito que la mo-
vilizacion de lipidos se deteriora con la edad. Esto conduce a
largo plazo a una acumulacion excesiva de lipidos en tejidos,
lo que resulta en una mayor incidencia de trastornos como la
demencia. ¢

Con el envejecimiento de los animales se incremento el
dafo oxidativo a lipidos y proteinas que es un evento fisio-
|6gico que se ha descrito en el cerebro de personas con de-
mencia. En el caso de la capacidad antioxidante total, una dis-
minucion de este parametro es inversamente proporcional al
riesgo de padecer trastornos neurodegenerativos. ¢4

Ademas de las cepas BALB/c vy OF1_ ~ se evaluo la
C57BL/6,,,, por su amplio uso en estudios neuroconductuales.
(1239 Sin embargo en estos animales resaltan la elevada agresi-
vidad hacia el experimentador especialmente en el sexo macho.
Por otra parte, se conoce que el sexo hembra es considerado un
factor de riesgo para a demencia tipo Alzheimer. () Estos ele-
mentos conllevaron a evaluar en este trabajo ratones hembras.
El comportamiento del peso corporal fue como se esperaba, si-
yOF1 @

cenp”

milar a lo obtenido para las cepas BALB/c,,

En base a los diferentes mecanismos de memoria que se
evallan en la prueba del laberinto en Y, el LAM (ver figura 4
A-B) y la evitacion pasiva, se puede afirmar que los ratones
C57BL/6,,,, hembras de (15-16) meses presentan deterioro

cognitivo relacionado al hipocampo. (#22627)
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El comportamiento de los linfocitos y PMN fue similar a
lo descrito en los ratones BALB/c_, 'y constituyen otra evi-
dencia de la utilidad de estos animales naturalmente enve-
jecidos como modelo de demencia. ©6%739 E| resultado del
incremento de glucosa vy triglicéridos, constituyen eventos
fisiologicos que se presentan en la demencia tipo Alzheimer.
(239 | os resultados obtenidos con relacién a la disminucién
del peso de timo (figura 4 D) e incremento del bazo justifican
la disminucién de la poblacion de linfocitos obtenida en rato-
nes envejecidos debido a que en estos 6rganos tiene lugar su
produccion. Ademas, el comportamiento del peso del cerebro
y el timo (ver figura 4 C-D), asi como del bazo y los pulmones
constituyen evidencias experimentales de la utilidad de estos
animales como modelo de demencia. ??

Este trabajo aporta las primeras evidencias experimen-
tales de la disminucion de la Tal (ver figura 4 E) en ratones
C57BL/6,,,, o cual constituye un marcador de envejecimiento
ligado a la deficiencia cognitiva. De igual forma el aumento de
la IL- 18 (ver figura 4 F), la cual tiene la capacidad de activar
astrocitos, y regula la expresion y procesamiento de proteinas
precursoras de b-amiloide. 940

El andlisis conjunto de la disminucion de 2 de las enzimas
mas importantes que conforman el sistema antioxidante en-
ddgeno de los organismos vivos (SOD y GPx), unido al incre-
mento del dafio oxidativo a los lipidos (ver figura 4 G), confir-
ma la utilidad de estos animales como modelo de demencia
ya se ha confirmado que este evento fisioldgico esta presente
en pacientes con demencia. @9

De la misma forma que en los ratones BALB/c _,  envejeci-
dos en la cepa C57BL/6,, se presentan dafios en la estructu-
ra pulmonar, aunque no con apariencia tumoral. Sin embargo,
estas alternaciones morfoldgicas (ver figura 4 H) nos permiten
afirmar que en estos animales existe disfuncion pulmonar. ¢

Cuando se valido la utilidad de este modelo con la admi-
nistracion de BioCen-128 los resultados obtenidos en la prue-
ba del laberinto en Y (ver figura 5 A) y de evitacion pasiva, de-
mostraron el efecto positivo del tratamiento. Otro marcador
de respuesta al tratamiento obtenido fue la disminucion de
la concentracion de glucosa y de triglicéridos (figura 5 B-C).
Se demostrd a la utilidad del modelo desarrollado de rato-
nes C57BL/6,,,, hembras a la edad de (15-16) meses para la
evaluacion de farmacos con composicion quimica similar a
BioCen-128. Estos resultados permitieron establecer dosis de
respuesta paralasviasi.n. ei.p. con una frecuencia de 2 veces
por semana y por una duracion de 5 semanas. El acortamien-
to del periodo de respuesta minima a 5 semanas es una ven-
taja que se identifica en este modelo respecto al desarrollado
en ratones BALB/c = naturalmente envejecido.

An Acad Cienc Cuba. 2024;14(2)
Conclusiones

Se demostro que lacepa OF 1 muestra mejor respuesta
para la obtencion del modelo de demencia tipo Alzheimer por
administracion i.c.v. de ETZ que puede ser empleado para la
evaluacion de farmacos con potencialidades antineuroinfla-
matorias. Se establecio para cada cepa,, evaluada (BALB/c,
C57BL/6 y OF1) la edad minima para evidenciar la presencia
de eventos neuroconductuales, hematoldgicos, histologicos,
bioquimicos e inmunolégicos ligados a la demencia que posi-
bilitan su utilizacion como modelos.

Igualmente se demostro la utilidad de emplear como
marcadores de demencia la concentracion de timosina
al, interleuquina 1B, la poblacién de linfocitos y PMN, el
peso del cerebro y el timo, la histologia pulmonar y renal
y las pruebas conductuales de evitacion pasiva, laberinto
en Y, LAM y reconocimiento de objetos. La validacion de
los modelos obtenidos en los experimentos con el nuevo
producto bioldgico BioCen-128 posibilitd demostrar la ac-
tividad de mejoria cognitiva, inmunomoduladora, antiinfla-
matoria, hipoglucemiante, antioxidante, y de disminucion
de triglicéridos con lo que se avanza hasta la fase final de
desarrollo no clinico.
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