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EL CEREBELO

Caracteristicas anatomicas y citoarquitectura

El cerebelo es una estructura del Sistema Nervioso Central (SNC) localizada en la regién
dorsocaudal del encéfalo. Tiene una morfologia anatémica que recuerda a un cerebro, y de
ahi la etimologia de su nombre, “cerebro pequeno”, derivado del latin cerebellum (Sillitoe

y Joyner, 2007; White y Sillitoe, 2013).

Macroscépicamente, el cerebelo se puede dividir en una porcién medial, el vermis,
flanqueado a ambos lados por el denominado paravermis, y dos regiones laterales, los
hemisferios cerebelosos, que en ratones tienen aproximadamente el mismo tamano que el
vermis. Los floculos y parafléculos son extensiones laterales de los hemisferios que se
extienden hacia la parte mas externa del cerebelo, en su porcion ventral (Figura 1 A; White
y Sillitoe, 2013).

Enun analisis en profundidad, se pueden diferenciar tres regiones con diferente histologia
que, desde la parte mas externa a la mas interna, son la corteza cerebelosa, la sustancia
blancay los nucleos cerebelosos profundos. La corteza cerebelosa se encuentra dispuesta
en pliegues denominados laminas cerebelosas o folia cerebelli, que dividen la corteza en
I6bulos cerebelosos (Sillitoe y Joyner, 2007). Se distinguen diez I6bulos que se denominan
con numeros romanos -del | al X- desde la region mas anterior a la mas posterior (Figura
1 B). A su vez, la corteza esta formada por tres capas que, desde la parte mas superficial a
la mas interna, se denominan capa molecular, capa de las células de Purkinje y capa de los

granos (Figura 2).

A B

Figura 1. Vista macroscopica y citoarquitectura de un cerebelo de ratén. (A) Vista dorsal del cerebelo
de un ratén adulto. Se aprecian las tres regiones principales: los hemisferios cerebelosos, la zona
intermedia (paravermis) y el vermis. Modificado de White y Sillitoe, 2013. (B) Seccidn sagital del vermis
cerebeloso, donde se han marcado la totalidad de los ntcleos celulares con DAPI; en ella podemos
apreciar los diez I6bulos enumerados del | al X. a, anterior; p, posterior.



Con respecto a la composicion neuronal, la capa molecular presenta una alta densidad de
fibras, principalmente las denominadas fibras paralelas y trepadoras (ver mas adelante),
asi como los arboles dendriticos de las células de Purkinje subyacentes. En esta capa
también podemos encontrar algunas neuronas, como células estrelladas y en cesto, que,

como veremos mas adelante, modulan la actividad de las células de Purkinje (Figura 2).

La capa de las células de Purkinje recibe su nombre debido a que estas neuronas son su
tipo celular mayoritario. Adicionalmente, en esta capa también podemos encontrar células
gliales especiales denominadas glia de Bergmann, y, en menor numero, células en
candelabro (Laine y Axelrad, 1994; Voogd y Glickstein, 1998). El soma de las células de
Purkinje se encuentra dispuesto en una monocapa conformando este estrato celular, y su
complejo arbol dendritico se extiende hasta la capa superior adyacente, la capa molecular.
Ademas, las células de Purkinje envian su axén a través la capa de los granos, mas interna,
hacia los nucleos cerebelosos profundos, siendo el axén de estas neuronas la Unica
eferencia de la corteza cerebelosa. Por ello, son un elemento fundamental del circuito

cerebeloso (Figura 2).

Finalmente, la capa mas interna de la corteza cerebelosa es la capa de los granos,
constituida mayoritariamente por unas pequefas neuronas denominadas granos, junto
con otras interneuronas como las células de Golgi, las células de Lugaro y las células
unipolares en cepillo (Sillitoe y Joyner, 2007). Los granos cerebelosos son el tipo neuronal
mas abundante del encéfalo. Presentan unas dendritas cortas en forma de garra y envian
sus axones haciala capa molecular, donde se bifurcan formando las fibras paralelas (Voogd
y Glickstein, 1998; Sillitoe y Joyner, 2007), perpendiculares a los arboles dendriticos de las

células de Purkinje (Figura 2).

Finalmente, por debajo de la corteza cerebelosa encontramos la sustancia blanca formada
mayormente por neuropilo, y los nlcleos cerebelosos profundos, que en mamiferos se
denominan nucleo fastigial, nucleo interpdsito y nicleo dentado (Voogd y Glickstein,
1998). Los nucleos cerebelosos profundos son el segundo elemento clave del circuito
cerebeloso, ya que dan lugar a la Gnica via eferente de todo el cerebelo, tras haber recibido
la informacién procesada en la corteza cerebelosa, mediante las eferencias de las células

de Purkinje (Figura 2).



Ademas, en todos los estratos cerebelosos también encontramos células gliales
(astrocitos, oligodendrocitos y microglia), que desempenan un papel fundamental en el
mantenimiento de la homeostasis del cerebelo, al igual que en el resto del SNC (Sousa et
al, 2017; Subhramanyam et al, 2019). Cabe destacar la ya mencionada glia de Bergmann,
fundamental para el desarrollo embrionario de esta region encefalica (Laine y Axelrad,
1994; Voogd y Glickstein, 1998).
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Figura 2. Representacion esquematica de la estructura trilaminar de la corteza cerebelosa y sus tipos
neuronales principales. En la capa molecular se localizan las células en cesto y las células estrelladas,
junto con un abundante neuropilo constituido principalmente por las dendritas de las células de
Purkinje, los axones de los granos (fibras paralelas) y las fibras trepadoras. A continuacién, se localiza la
capa de las células de Purkinje, formada por los grandes somas de las neuronas con el mismo nombre.
La capa mas interna, localizada sobre la sustancia blanca, es la capa de los granos, compuesta por
numerosas neuronas de pequefo tamafo denominadas granos, ademas de otras interneuronas, como
las células de Golgi, las células de Lugaro y las células unipolares en cepillo. La entrada de la transmision
nerviosa al cerebelo se produce a través de las fibras musgosas y trepadoras, que envian su informacién
a la corteza cerebelosa, emitiendo a su vez colaterales a los nucleos cerebelosos profundos. La
informacién de la corteza, una vez procesada, sale por los axones de las células de Purkinje hacia los
nucleos cerebelosos profundos, y de estos a otras regiones fuera del cerebelo. CUC: células unipolares
en cepillo; CM: capa molecular; CCP: capa de células de Purkinje; CG: capa de los granos; SB: sustancia
blanca. Modificada de Ward, 2012.



Sinaptologia de los circuitos cerebelosos

El cerebelo es una estructura altamente conectada con otras regiones del encéfalo. Las
células de Purkinje reciben sinapsis excitatorias principalmente de dos vias aferentes: las
fibras musgosas y las fibras trepadoras. Las fibras musgosas proceden de multiples
regiones del SNCy establecen sinapsis excitatorias con los granos que, junto con las células
unipolares en cepillo, forman estructuras complejas denominadas glomérulos (Voogd y
Glickstein, 1998; Sillitoe y Joyner, 2007). Por otro lado, las fibras trepadoras, que
proceden del complejo olivar inferior, atraviesan la capa de los granos y se colocan
alrededor de las dendritas de las células de Purkinje, estableciendo sobre éstas numerosos
contactos sinapticos (Figuras 2y 3, Voogd y Glickstein, 1998).Por otra parte, las células de
Purkinje se encuentran inhibidas por las células en cesto -que contactan con susoma-; las
células estrelladas, -a través del tronco de sus dendritas principales- y las células de Golgi,

excitadas asuvez por las fibras paralelas de los granos (Figura 3; Voogd y Glickstein, 1998).

Finalmente, una vez integrada toda la informacion que llega a la corteza cerebelosa, las
células de Purkinje la envian a través de sus axones hacia los nucleos cerebelosos
profundos, estableciendo sinapsis inhibitorias. Cada uno de los nucleos cerebelosos
profundos, a su vez, envia sus proyecciones a regiones encefalicas especificas (Figura 3;
Voogd y Glickstein, 1998). Por tanto, tal y como se explicé anteriormente, las células de
Purkinje constituyen la Unica eferencia de la corteza cerebelosa, y los nticleos cerebelosos

profundos con los que contactan, son la Unica salida de la informacion del cerebelo.

En general, la conectividad del cerebelo desempefa un papel fundamental en el control
motor y la funcién cognitiva, de manera que las alteraciones de estas conexiones pueden

provocar una serie de trastornos neurolégicos.

Funciones del cerebelo

El cerebelo se considera un centro de integracién de la informacién sensoriomotora para
el control del movimiento, el mantenimiento de la postura y el aprendizaje motor (lto,
2006; Sillitoe y Joyner, 2007; Manto et al, 2012). Sin embargo, en las ultimas décadas, se
han realizado multiples investigaciones que han proporcionado evidencia suficiente para

reevaluar las funciones del cerebelo.



De acuerdo con diversos autores, esta regién encefdlica se considera esencial para la
integracion de procesos cognitivos, emocionales y sociales, asi como para el
procesamiento del lenguaje, la atencion, el aprendizaje y la memoria (Reeber et a/, 2013;
Vozeh, 2015; Munoz-Castaneda et a/, 2018; van der Heijden et a/, 2021). Por lo tanto,
actualmente podemos considerar al cerebelo no solo como una estructura motora, sino

como un potente integrador del comportamiento cognitivo y social.
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Figura 3. Esquema de los circuitos cerebelosos. Se pueden observar las principales vias aferentes, las fibras
musgosas Y trepadoras, asi como los cinco tipos neuronales principales del cerebelo. + sinapsis excitadora; -
sinapsis inhibidora, con el color de la neurona presindptica. CM, capa molecular; CCP, capa de las células de
Purkinje, CG, capa de los granos; SB, sustancia blanca. Modificado de (Consalez et a/, 2020).



CONDCA: un nuevo tipo de enfermedad neurodegenerativa cerebelosa

Las enfermedades neurodegenerativas son un grupo de trastornos del SNC que se
caracteriza por la pérdida progresiva de neuronas en diferentes areas nerviosas. Estas
enfermedades son un problema de salud publica cada vez mas importante debido a su
prevalencia, morbilidad y mortalidad, segin la Organizacion Mundial de la Salud
(https://www.who.int/publications/i/item/9789241563369). Dentro de las diferentes
enfermedades neurodegenerativas, queremos hacer hincapié en las ataxias cerebelosas,
por su relevancia en esta Tesis Doctoral. Se trata de un tipo de enfermedades
neurodegenerativas provocadas, principalmente, por la muerte de poblaciones
neuronales del cerebelo. Dada la importancia de esta estructura en el control motor, las
ataxias estan caracterizadas por una disfuncion en los movimientos en cuanto a su
sincronizacién, extension y variabilidad. Ademas, aparecen alteraciones en el equilibrio, el
control oculomotor, asi como la cognicion y el afecto, sintomas que repercuten

significativamente en la capacidad funcional y la calidad de vida (Zhang et a/, 2021).

En este sentido, varios estudios recientes han identificado una nueva enfermedad
neurodegenerativa de origen infantil con atrofia cerebelosa denominada CONDCA! por
sus siglas en inglés, que afecta a las células de Purkinje del cerebelo, causando una ataxia
grave desde edades muy tempranas (Shashi et a/, 2018; Karakaya et al, 2019; Sheffer et
al, 2019; Baltanas et al, 2021). Esta enfermedad se origina debido a la pérdida de funcion
de la proteina AGTPBP1?, que actia como una carboxipeptidasa citosélica.
Afortunadamente, existe un modelo animal que presenta una mutaciéon y proceso
neurodegenerativo similares alos que se observan en los pacientes con CONDCA, el ratén
mutante PCD (del inglés Purkinje Cell Degeneration; (Mullen et al., 1976; Blanks et al,
1982; Greer y Shepherd, 1982; Fernandez-Gonzalez et a/, 2002). Dada su relevanciaen la

presente Tesis Doctoral, la descripcién de este modelo animal merece un capitulo aparte.

Ademads, diversas lineas de investigacion recientes proponen que las alteraciones
cerebelosas también afectan otro tipo de funciones aparte de las motoras, como las de tipo
cognitivo, afectivo o mnémico (ver mas arriba). Un ejemplo muy llamativo es que ciertas
alteraciones cerebelosas parecen relacionadas con el desarrollo de los Trastornos del
Espectro Autista, donde se ha observado una pérdida -en mayor o menor medida-, de las
células de Purkinje (Fatemi et a/, 2012; Tsai et al, 2012; Bozdagi et al, 2013).

! Delinglés Childhood-Onset Neurodegeneration with Cerebellar Atrophy
2 Delinglés ATP/GTP Binding Protein



En este sentido, el ratén mutante PCD también se erige como un modelo animal de

desestructuracion cerebelosay alteraciones cognitivo-afectivas.

EL RATON MUTANTE PCD

El uso de modelos animales de experimentacién ha proporcionado importantes beneficios
en la medicina y la investigacién cientifica en general. Su empleo sigue siendo una
herramienta imprescindible para obtener resultados que se extienden desde la
investigacion de mecanismos fisiolégicos, hasta el estudio de enfermedades, asi como el

desarrollo y evaluacién de nuevas estrategias terapéuticas.

Por ello, en la presente Tesis Doctoral se ha empleado el ratén mutante PCD, un modelo
de degeneracién postnatal y selectiva de diferentes poblaciones neuronales, entre ellas las
células de Purkinje del cerebelo (Mullen et al, 1976; Wang y Morgan, 2007). Similar a la
CONDCA, el resultado de esta mutaciéon es una atrofia cerebelosa acompanada de
alteraciones en el comportamiento motor, afectivo y social (Baltanas et a/, 2013; Mufioz-
Castafeda et al, 2018), que hacen del PCD un modelo animal ideal para investigar las
opciones terapéuticas que prevengan, o al menos atenten, el curso neurodegenerativo en

pacientes con CONDCA, asi como otros casos de desestructuracién cerebelosa.

La mutacion pcd

La mutacion pcd'se localiza en el cromosoma 13 del ratén -en el 9 en humanos afectados
por CONDCA-y se define como autosémica recesiva (Mullen et al, 1976). El gen afectado

ha recibido varios nombres tales como Nna1® Agtpbply Ccp1?.

La mutacion original, denominada Agtpbp 1°<, aparecié espontaneamente en la estirpe de
raton C57BR/cdJ (Mus musculusL.1758) en los Laboratorios Jackson (Bar Harbor, MA, EE.
UU.). Posteriormente, la mutacion se transfirio a la estirpe C57BL/6J, y fue descrita por
primera vez por el equipo de Mullen en 1976 (Mullen et al, 1976). En la actualidad, se han
identificado 25 variables alélicas del gen Agtpbp1en diferentes modelos animalesy lineas
celulares (Tabla 1), surgidas de forma espontanea o bien generadas por induccién quimica
o mutagénesis dirigida (Baltanas et al, 2021; Pérez-Martin et al, 2021). La variante alélica
empleada en la presente Tesis Doctoral es la conocida como 1J o Agtpbp1°<?”, y que

denominaremos en adelante como pcd®.

3 Del inglés Nervous system Nuclear protein induced by Axotomy
4 Del inglés Cytosolic Carboxypeptidase 1



Se trata de la variante original y la que produce las alteraciones patolégicas mas graves

(Fernandez-Gonzalez et al, 2002; Wang y Morgan, 2007).

El gen afectado por la mutacién pcd codifica para la encima CCP1, cuya funcién principal
es realizar modificaciones postraduccionales en los microtubulos, eliminando los residuos
de acido glutamico en el extremo C-terminal de las tubulinas ( Kalinina et al, 2007;
Rogowski et al, 2010; Berezniuk et al, 2012; Rodriguez de la Vega Otazo et al, 2013).
Debido a ello, la ausencia de la actividad de CCP1 provoca la hiperglutamilacion de los
microtubulos, relacionada con el comienzo de los procesos neurodegenerativos de las
células de Purkinje (Wang et al, 2006; Rogowski et al, 2010; Mufoz-Castafneda et al,
2018; Shashi et al, 2018) y probablemente del resto de neuronas afectadas. Sin embargo,
también se conocen otras alteraciones provocadas por la inactividad de la enzima CCP1
relacionadas con la estructura y organizacién del nucleolo o de la dindmica y estabilidad
mitocondrial (Valero et al, 2006; Li et al, 2010; Baltanas et al, 2011a, 2011b, 2019;

Gilmore-Hall et al, 2019), entre otras.

Tabla 1. Origen, tipo de mutacién y caracteristicas clinicas de las distintas variantes alélicas de la mutacién
pcd. 1Q: inducido quimicamente; CP: células de Purkinje; CMs: células mitrales. Modificado de Pérez-Martin,
2022.

10



Nombre alelo Origen Mutacion genética Caracteristicas clinicas
Tamano corporal reducido, ataxia y
. alteraciones cognitivo-afectivas, atrofia
Desconocida .,
Agtpbp 1p?V Espontanea  (posiblemente en la cerebelosa, degeneracion de CP’,CMS Y
P granos, neuronas talamicas,
fotorreceptores, infertilidad en machos
y fertilidad parcial en hembras
a2 - Insercién (~7,8 Kb) Alelo hipomérfico, ataxia tardia, algunos
Agtpbp1* el ENES enintrén 13 casos de infertilidad masculina
Tamano corporal reducido, ataxia,
Delecidén (~12,2 Kb) atrofia cerebelosa, degeneraciéon de CP,
Agtpbp 1p% Espontdnea entreintrén5yexén CMs, neuronas talamicas,
8 fotorreceptores, infertilidad en machos
y fertilidad parcial en hembras
Insercién 6
Agtpbp 1pi¥ 1Q nucledtidos entre Ataxia, degeneracion de CP
exones 6y 7
Insercién de triplete  Ataxia, degeneracién de CP, CMs vy
Agtpbp 1p@5/ Espontdnea  del dcido aspartico fotorreceptores, fertilidad parcial en
enexon 18 (p. 775D)  hembras e infertilidad en machos
Ataxia, atrofia cerebelosa y de los
testiculos, degeneraciéon de CP, CMs y
Agtpbp 1pas’ 1Q Desconocida fotorreceptores, menor tamafo de
fibras musculares esqueléticas,
infertilidad en machos
Tamano corporal reducido, ataxia,
A7) p - degeneracion de CP, hipocampo
Asiptpls Eaveniiies - DesEnec agrandado, problemas auditivos,
cambios del comportamiento
Agtpbp 178 Epeniéree  Boscomadil Alteracion del desarrollo del sistema
nervioso, reproductor y visual
Agtpbp1r?? Espontanea Ilnls ercionAenexon  atayiatardia
Insercién aleatoria Ataxia, degeneracion de CP,CMsy
Agtpbp 195406 Insercién de 4,4 Kb del gen fotorreceptores, infertilidad parcial de
transgénica Dhfry promotor machos y hembras, degeneracion del
SV40 esperma.

Agtpbp1°°* Cambio A>G; Temblor, tamano corporal reducido,
m2Btir (rio) 1Q destruye el sitio de ataxiay alteracion del comportamiento
empalme delintrén 7 motor

Agtpbp 17 Carr)blp A>T; ac!do Tamafio corporal reducido, ataxiay
L Q asparticoporvalina o ian del comportamiento motor
(p. D954V)
Tamano corporal reducido, ataxia,
Agtpbp1redSid  Espontdnea  Deleccidndelexé6n7  degeneracion de CPy atrofia
cerebelosa
. CambioG >Cen Ataxia, atrofia cerebelosa,
— Espontanea a . . iy
Agtpbp1 T exon 17; prolinapor  degeneracion postnatal de CPy
arginina (p.P808R) fotorreceptores, infertilidad en machos
CambiodeC>T
Agtpbp1°3b 1Q E;?SSSZEZ?’;;?; Ataxiay paraparesia
(p. P804X)
Cambiode T >Aen Ataxia, degeneracion de CP,CMsy
Agtpbp 17k 1Q sitio de empalme del  fotorreceptores, infertilidad en machos
intrén 11 y oligozoospermia
Delecién de exones Ataxia, atrofia cerebelosa,
Pcd© Knock-out degeneracion postnatal de CPy

21y 22

fotorreceptores
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Efectos generales de la mutacién pcd

El efecto de la mutacién pcdes la degeneracién postnatal y selectiva de ciertas poblaciones
neuronales en los que se ha observado una mayor expresién del gen CcpZ, tales como las
células de Purkinje del cerebelo -sintoma mas llamativo y que da nombre al modelo-, las
células mitrales del bulbo olfativo, los fotorreceptores de la retina y determinadas
poblaciones talamicas (Fernandez-Gonzalez et al,, 2002). Asimismo, los espermatozoides
también se ven afectados por la mutacién (Fernandez-Gonzalez et al, 2002). Sin embargo,
la degeneracion de las mencionadas poblaciones neuronales no discurre de forma similar,
sino que el comienzo y el progreso de la muerte celular es distinto. Ello convierte al ratén
PCD en un modelo muy versatil para el estudio de diversas enfermedades
neurodegenerativas, ademas de la CONDCA, asi como para el desarrollo de distintas
aproximaciones terapéuticas, por presentar varios escenarios degenerativos de distinta

gravedad.

En primer lugar, ocurre la degeneraciéon de las células de Purkinje -la mas rapida y
drastica-, de forma que a los 40 dias de edad postnatal (P40) apenas encontramos
neuronas de este tipo (Landis y Mullen, 1978), lo que provoca una ataxia cerebelosa muy
grave (Mullen et al, 1976). Ademas, se ha observado una degeneracion secundaria en la
capa molecular y de los granos, asi como en los nucleos cerebelosos profundos (Wassef et
al, 1986; Balrle et al, 1997; Blosa et al,, 2016; Munoz-Castaneda et al, 2018). De forma
mas tardia, entre P50y P120, se produce la degeneracién de las células mitrales del bulbo
olfativo principal, con la consecuente degeneracion del tracto olfativo lateral (Mullen et
al, 1976; Greer y Shepherd, 1982; Bartolomei y Greer, 1998; Valero et al, 2006; Recio et
al, 2007) provocando una reduccién en la capacidad de deteccidn y discriminacion olfativa
en los ratones PCD (Diaz et al, 2012a). Ademas, también se observa la degeneracion de
determinadas neuronas de los nucleos taldmicos, muriendo el 90% de las neuronas a P90
(O'Gorman, 1985). La degeneracion de los fotorreceptores se produce de manera lenta 'y
gradual, presentando caracteristicas similares a la retinosis pigmentaria (Blanks et al,
1982; Marchena et al, 2011). Por otro lado, recientemente se ha descubierto la
degeneracion tardia de las motoneuronas de la médula espinal en ratones PCD de siete
meses de edad (Shashi et a/, 2018). Finalmente, la mutacion pcd provoca esterilidad en
machos homocigotos debido a una menor produccién de espermatozoides, que ademas

presentan una morfologia aberrante y poca movilidad (Kim et a/, 2011).
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Sin embargo, las hembras mutantes son fértiles, aunque se ha observado serias

dificultades en la cria de la escasa descendencia que producen (Mullen et a/, 1976).

En la presente Tesis Doctoral nos centraremos en la afectacion cerebelosa del ratén PCD,

por ser la mas agresiva y por tener una aplicacion traslacional mas directa.

Efectos de la mutacion pcden la histologia del cerebelo
Proceso degenerativo de las células de Purkinje

El fenotipo PCD se asocia con una drastica y prematura degeneracién primaria de las
células de Purkinje, que comienza en el vermis y que progresivamente avanza hacia los
hemisferios (Zhang et al,, 1997). Esta neurodegeneracion comienza durante el desarrollo
postnatal temprano, observandose muerte celular en torno a P18. Sin embargo, se han
descrito cambios en la expresién génica, asi como alteraciones citoplasmaticas y nucleares
previas a la muerte celular, en torno a P15 (Baltanas et a/, 2011a, 2011b, 2019; Mufioz-
Castaineda et al, 2018). Por ello, se puede dividir el proceso neurodegenerativo en dos
etapas: la etapa preneurodegenerativa desde P15 a P18, cuando se detectan dafos
citologicos, pero no muerte celular, y la etapa degenerativa propiamente dicha desde P18
en adelante, cuando la muerte de las células de Purkinje es evidente. Curiosamente, se ha
observado en los ratones heterocigotos para la mutacion pcd (+/pca) una reduccién
significativa en el nimero de células de Purkinje a P300, por lo que esta mutacién puede
estar afectando el proceso de envejecimiento celular (sin descartar casos espontaneos de
silenciamiento génico en edades avanzadas), provocando una degeneracion celular
moderada (Doulazmi et al,, 2006; Diaz et al,, 2012b).

La etapa preneurodegenerativa se caracteriza por diversos cambios estructurales y
alteraciones en la citoarquitectura de las células de Purkinje (Li et a/, 2010; Muinoz-
Castafeda et al, 2018; Baltanas et a/, 2019), incluidos el soma, las dendritas y los axones
(Baltanas et al, 2013; Zhou et al, 2018). En este sentido, se ha observado una acumulacion
de organulos y densificacion citoplasmatica (Baltanas et al, 2013). Por otro lado, la perdida
de funcién de CCP1 afecta al desarrollo y arquitectura del arbol dendritico, aunque estas
alteraciones no parecen estar implicadas directamente en la muerte celular (Li et a/, 2010;
Mufoz-Castafeda et a/, 2018; Zhou et al, 2018).
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Ademas, aparecen unos engrosamientos anormales en los axones denominados torpedos,

relacionados con alteraciones en las sinapsis (Baltanas et a/, 2013).

Otra caracteristica de esta etapa preneurodegenerativa es la acumulacion de
polirribosomas libres (Landis y Mullen, 1978; Li et al, 2010; Li et al, 2020), que se
correlaciona con el estrés del reticulo endoplasmatico en las células de Purkinje de los
ratones PCD (Kyuhou et al, 2006; Li et al,, 2020). Estas alteraciones se agravan a medida
que avanza la neurodegeneracion, de forma que los polirribosomas se disocian en
ribosomas libres citoplasmaticos, que son finalmente introducidos en vacuolas autofagicas
(Baltanas, et al, 2011b). Otras alteraciones a nivel citoplasmatico incluyen la aparicion de
nematosomas, que son inclusiones citoplasmaticas formadas por gruesos filamentos de
material fibrilar condensado sobre una matriz menos densa. Los nematosomas se

observan ocasionalmente a P15, y con mas regularidad a partir de P18-P22 (Grillo, 1970).

Por otro lado, la mutacién pcd provoca cambios en los compartimentos nucleares de las
células de Purkinje implicados en la trascripcion del RNA, y en el procesamiento y
reparacion del dafio del DNA. Durante la etapa de preneurodegeneracion, en las células de
Purkinje se produce una reorganizacion progresiva de la cromatina en grandes dominios
de heterocromatina transcripcionalmente silenciosos, asociados con la acumulacién de
danos en el DNA no reparado, siendo uno de los primeros signos del dafno neuronal
(Baltanas et al, 2011a, 2011b, 2019). Estos dafios producen cambios en otros
compartimentos nucleares, siendo particularmente evidentes en el nucleolo, que presenta
una alteracion progresiva de los componentes fibrilar y granular (Baltanas et a/, 2011b,
2019). Las alteraciones nucleolares se correlacionan directamente con el aumento del
estrés nucleolar y la biogénesis defectuosa de los ribosomas (Baltanas et a/, 2011b, 2019).
Curiosamente, el estrés nucleolar se relaciona con la aparicién de enfermedades
neurodegenerativas en humanos, como las enfermedades de Alzheimer y de Parkinson o
la esclerosis lateral amiotréfica (ELA), entre otras (Rieker et a/, 2011; Hetman y Pietrzak,
2012; Haeusler et al, 2014; Hernandez-Ortega et al, 2016; Garcia-Esparcia et al,, 2017,
Tapia etal, 2017).
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Cambios en otras poblaciones neuronales del cerebelo

Como consecuenciade ladegeneraciéon primaria de las células de Purkinje enel ratén PCD,
se produce la degeneracion secundaria de otros elementos neuronales. En primer lugar, se
ha observado una degeneracion retrograda que afecta al 90% de los granos (Wang y
Morgan, 2007; Munoz-Castaieda et a/, 2018), aunque hay indicios de que la muerte de
estas neuronas también pueda deberse -al menos en parte- al efecto directo de la
mutacion (Mufioz-Castaneda et al, 2018). Por otro lado, tal y como se ha descrito
anteriormente, las dos principales vias aferentes del cerebelo son las fibras musgosas y las
fibras trepadoras. Estas Gltimas se originan en el complejo olivar inferior y establecen
conexion directa con las células de Purkinje (Voogd y Glickstein, 1998). Por ello, la muerte
de estas células, dianas de dichas aferencias, provoca la muerte de aproximadamente el
50% de las neuronas del complejo olivar inferior a P300 (Ghetti et al, 1987; Triarhou y
Ghetti, 1991; Zhou et al, 2018). Por ultimo, se produce la degeneracién de alrededor del
30% de las neuronas de los nlcleos cerebelosos profundos en etapas mas tardias, alo largo
del primer afio de vida postnatal (Wassef et a/, 1986; Triarhou et al, 1987; Blosa et al,
2016).

Ademas, debido a la degeneracién tan rapida y agresiva de las células de Purkinje en los
ratones mutantes, se produce una reaccién inflamatoria exacerbada, caracterizada por
una gliosis reactiva grave, un aumento en la expresién de genes que codifican factores
proinflamatorios y un aumento en la infiltracién de leucocitos hacia el cerebelo (Kyuhou et
al, 2006; Baltanas et al, 2013; Zhou et al/, 2018; del Pilar et a/, 2021). Mas aln, los
oligodendrocitos y sus precursores se ven muy afectados en la corteza cerebelosa
(Baltanas et al, 2013).

Por otro lado, se produce una reorganizacién de los circuitos cerebelosos en ratones PCD
tras la muerte neuronal. La degeneracidon de la principal via eferente inhibitoria
procedente de las células de Purkinje reduce la inervacion inhibitoria GABAérgica y
disminuye la densidad de receptores GABAa en los ntcleos cerebelosos profundos y en el
nucleo vestibular (Grisser-Cornehls y Baurle, 2001; Blosa et al, 2016). Ello provoca un
aumento del sistema glicinérgico en los nucleos cerebelosos profundos (Blosa et al, 2016),
propiciado, a su vez, por una mayor inervacion de los mismos por fibras musgosas (Blosa et

al,2016).
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Finalmente, el sistema serotoninérgico en el ratén PCD se vuelve completamente
disfuncional una vez que las células de Purkinje degeneran, ya que las neuronas
serotoninérgicas de los nucleos del rafe y otras areas encefalicas proyectan hacia las
células de Purkinje y los granos (Ghetti et al,, 1988). Sin embargo, los terminales axénicos
noradrenérgicos del /ocus coeruleus que llegan a la corteza cerebelosa se conservan en
ratones PCD a pesar de la ausencia de las células de Purkinje, que son sus dianas
principales (Roffler-Tarlov et al, 1984; Felten et al, 1986). En cuanto al sistema
dopaminérgico, se ha observado que la perdida de células de Purkinje induce un aumento
delosniveles de transportadores de dopamina enlos nucleos cerebelosos profundos, pero,
al mismo tiempo, produce una reduccién de estos niveles en la capa molecular de lacorteza

cerebelosa (Delis et al,, 2004).

Efectos de la mutacion pcden el comportamiento

El cerebelo se considera un centro de integracion esencial de la informacién
sensoriomotora, asi como el principal responsable de la coordinacién y control del
movimiento, el mantenimiento de la postura y el aprendizaje motor (Ito, 2006; Sillitoe y
Joyner, 2007). Sin embargo, en los Gltimos afios, varios autores han encontrado evidencias
de que el cerebelo cumple una funcidn esencial en el procesamiento de la informacién
cognitiva, afectiva y social, y participa en tareas como el lenguaje, la atencion, el
aprendizaje y la memoria (Reeber et al, 2013; Mufoz-Castafeda et al, 2018; van der
Heijden et al, 2021).

La caracteristica fenotipica mas representativa de los ratones mutantes PCD es la ataxia
cerebelosa, causada por la muerte de las células de Purkinje y que esté presente desde la
tercera semana de vida postnatal (Landis y Mullen, 1978; Le Marec y Lalonde, 1997; Diaz
et al, 2018; Mufoz-Castafieda et al, 2018). El estudio de |la marcha ataxica en los ratones
mutantes revelé pasos irregulares, espaciados y mas cortos en mutantes de cuatro
semanas de edad, déficit que empeora a medida que avanza la degeneracion cerebelosa
(Landisy Mullen, 1978; Le Marecy Lalonde, 1997; Wangy Morgan, 2007; Diaz etal, 2018;
Mufoz-Castafieda et al, 2018; Lalonde y Strazielle, 2019; Machado er al, 2020).
Asimismo, los ratones PCD presentan una disminucién de la coordinaciéon de los
movimientos corporales (Le Marec y Lalonde, 1997), asi como déficits de coordinacion
entre las extremidades delanteras y traseras (Machado et a/, 2015) y debilidad muscular
(Gilmore-Hall et al, 2019; Zhou et al., 2018).
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Por otro lado, los efectos de la disfuncidon cerebelosa sobre el aprendizaje espacial y
memoria a largo plazo en ratones PCD adultos se determinaron mediante el uso de las
pruebas del laberinto acuatico de Morris y de reconocimiento de objetos novedosos
(NOR®), respectivamente (Goodlett et al, 1992; Lalonde y Strazielle, 2003; Tuma et al,
2015; Munoz-Castaneda et a/, 2018). Por su parte, la prueba de preferencia social reveld
que la pérdida de células de Purkinje en los ratones PCD también afecta a las interacciones
sociales (Munoz-Castaineda et a/, 2018). Por ultimo, las pruebas de natacion forzada han
sugerido que los ratones mutantes presentan un comportamiento depresivo (Tuma et al,
2015).

Efectos de la mutacion pcden la calidad mitocondrial

Existen numerosos ejemplos de ataxias cerebelosas en las que el producto génico
defectuoso desempeiia una funcion vital para la salud mitocondrial (Fogel y Perlman,
2007). Varios estudios sugieren que Ccp1 debe unirse a la lista de genes de importancia
critica, ya que sus productos proteicos tienen una funcién insustituible en las mitocondrias
de las neuronas (Gilmore-Hall et a/, 2019). En primer lugar, la proteina CCP1 se localiza en
las mitocondrias (Chakrabarti et al, 2009; Chakrabarti et al, 2010). Por ello, se han
observado anomalias mitocondriales, tanto morfolégicas como funcionales, asi como un
aumento de la mitofagia y la disminucién de actividades complejas de la cadena
respiratoria en ratones PCD (Chakrabarti et a/, 2009). Andlisis previos de nuestro
laboratorio (no publicados) mostraron alteraciones mitocondriales en los ratones PCD,
tanto en el nUmero como en lamorfologia, siendo las mitocondrias mutantes mas redondas
y significativamente mas pequenas que las silvestres, ademas de observarse alteraciones

en las crestas mitocondriales (Figura 4).

También se ha observado un aumento de la fragmentacién mitocondrial, lo que promueve
aun mas la disfuncion. En primer lugar, debemos comprender que la correcta dindmica
mitocondrial requiere de un transporte axonal apropiado (Fransson et al, 2006; Saotome
et al, 2008; Koutsopoulos et al, 2010). Por tanto, el papel de Ccp 1 es de vital importancia
en la regulacion de la motilidad mitocondrial, principalmente para los procesos de fusion

(Wang et al, 2011; Gilmore-Hall et al, 2019).

5 Del inglés New Object Recognition test
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La correcta deglutamilacion de la tubulina por CCP1 prepara a los microttubulos para una
interaccion eficaz con la maquinaria de transporte mitocondrial, que permite a las
mitocondrias moverse y fusionarse entre si. Sin embargo, el transporte axonal retrégrado
y anterégrado estd reducido en neuronas cerebelosas procedentes de ratones PCD
(Gilmore-Hall et al, 2019).

Control PCD

Figura 4. Micrografia tomada mediante microscopia electrénica de transmisién de una célula de Purkinje de un
raton control (verde) y PCD (naranja). En la parte central se muestra una ampliacion de cadaimagen, en la que
se puede apreciar la alteracion en la morfologia mitocondrial presente en los ratones PCD.

Como se ha comentado anteriormente, en los ratones mutantes PCD existe una
neurodegeneracion especifica varios tipos celulares, donde observamos diferencias tanto
en la gravedad como en el momento en el que se produce (Mullen et al, 1976; Wang y
Morgan, 2007). Las células de Purkinje se encuentran entre los subtipos neuronales mas
activos eléctricamente y poseen dendritas ampliamente subdivididas que forman una red
masiva de contactos sinapticos, asi como largas proyecciones axonales con numerosos
objetivos neuronales. Esta citoarquitectura exige que las células de Purkinje sean capaces
de producir continuamente enormes cantidades de ATP y, por lo tanto, estas neuronas no
pueden tolerar la caida en la produccion de energia que ocurre en el ratén PCD (Gilmore-
Hall et al, 2019). Esta puede ser una explicacion mas para la rapida y agresiva
degeneracioén de las células de Purkinje del raton PCD, en comparacién con otros tipos

neuronales menos afectados por la mutacion.

18



Estrategias terapéuticas en el modelo PCD

Debido a la muerte neuronal primaria y a la apariciéon de procesos neurodegenerativos
secundarios que presenta el ratén mutante PCD, este modelo ha sido ampliamente
estudiado para investigar nuevas estrategias neuroprotectoras que prevengan -o al
menos atenlen- la neurodegeneracién. Los principales enfoques experimentales
evaluados tienen como objetivo revertir la degeneracion cerebelosa de los ratones
mutantes. Destacan la terapia con células madre (Recio et al, 2011; Diaz et al, 2012; Diaz
et al, 2019), la terapia génica (Wang et al,, 2006; Chakrabarti et al, 2008; Magiera et al.,
2018), y el uso de moléculas con caracter neuroprotector, tanto aquellas potenciadas
naturalmente tras el ejercicio fisico (Nishijima et al, 2016) como administradas
exogenamente (ver a continuacion). En este apartado, detallaremos alguna de las terapias

farmacoldégicas mas usadas por tener especial interés en esta Tesis Doctoral.

Las terapias farmacoldgicas tienen como fin proteger y preservar las células de Purkinje
mediante la administracion de moléculas neuroprotectoras. Asi, la administracion del
factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1¢), un factor neurotréfico altamente
utilizado para tratar varios trastornos neurodegenerativos, provocd un aumento
significativo del peso corporal y la supervivencia de las células de Purkinje, y mejoré el
rendimiento motor en ratones PCD (Torres-Aleman et al,, 1996; Carrascosa et al., 2004).
Ademas, la administraciéon de IGF-1 en pacientes con ataxia cerebelosa autosémica
dominante retrasa la progresién de la enfermedad y parece ser una opcion terapéutica
potencialmente prometedora para los pacientes con CONDCA (Sanz-Gallego et al, 2014).
Por otro lado, estudios de nuestro laboratorio mostraron que la oleiletanolamida, un
compuesto endocannabinoide, previene el dafio neuronal, retrasa la muerte de las células
de Purkinje y mejora el deterioro cognitivo en ratones PCD (Pérez-Martin et al, 2021).
Otro objetivo de los agentes neuroprotectores es la modulacién de la gliosis reactiva. La
respuesta glial exacerbada en el cerebelo de los ratones PCD se relaciona directamente
con la rapida degeneracion de las células de Purkinje (Baltanas et al, 2013). Por ello,
atenuar esta activacion glial mediante el uso de minociclina ha demostrado retrasar la
muerte de las células de Purkinje en ratones mutantes y mejorar ligeramente su

rendimiento motor (Kyuhou et a/, 2006).

Dentro de las posibles sustancias neuroprotectoras susceptibles de ser administradas en

este modelo de degeneracion, destacamos la administracion de factores neurotréficos.

¢ Del inglés /nsulin-like Growth Factor /
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Este tipo de moléculas son de vital importancia por su implicaciéon en la supervivencia,
diferenciacién y proliferacién neuronal, tanto en el desarrollo del SNC como en la vida
adulta, por lo que su administracion puede considerarse como un importante enfoque

terapéutico para mejorar los trastornos neurodegenerativos.

FACTORES NEUROTROFICOS

Los factores neurotréficos son un grupo de moléculas secretadas que desempefan un
papel crucial en el desarrollo, diferenciacién, proliferacion y supervivencia de las células
del SNC vy periférico. Pueden pertenecer a varias familias moleculares diferentes, pero
tienen en comuln que se requieren para el buen funcionamiento de las neuronas,
estimulando la sefalizacion celular y el crecimiento de axones y dendritas (Ledda y
Paratcha, 2016). Es por ello que la terapia con factores neurotréficos es un area de
investigacion prometedora para el tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas
mas frecuentes como la enfermedad de Alzheimer, de Parkinson o de Huntington (Sullivan
y O'Keeffe, 2016). Diversos estudios recientes han demostrado que la terapia con factores
neurotroficos puede mejorar la funcién cognitiva y motora, asi como reducir la muerte
celular en modelos animales de todas estas enfermedades (Fernandez et a/,, 2005; Colucci-
D'Amato et al, 2020). A continuacion, se detallardn los factores neurotréficos mas

utilizados en terapias neuroprotectoras.

IGF-1

El IGF-1 es un miembro de la superfamilia de los péptidos similares a la insulina, entre los
que también se encuentran lainsulina, IGF-2,y siete miembros de la subfamilia de péptidos
similares alarelaxina (Hudson et a/, 1983; Hudson et al, 1984; Adham etal, 1993; Chassin
et al, 1995; Conklin et al, 1999; Lok et al, 2000; Bathgate et al, 2002). Se trata de un
potente factor de crecimiento en el SNC, crucial para el desarrollo, la diferenciacién vy la
proliferacion de los distintos tipos neuronales, asi como en su integracién funcional y
estructural en circuitos neuronales preexistentes, mediando cambios en la morfologia, la

eficacia sindptica y la organizacion del SNC en desarrollo (Dyer et al, 2016).

El IGF-1 se produce en todos los tipos celulares del SNC, especialmente en el coértex,
hipocampo, cerebelo e hipotalamo (Bach et al, 1991; Bondy y Lee, 1993). La expresion del
RNA mensajero (MRNA) de IGF-1 en el cerebro es relativamente baja en relacion con lade

su receptor (IGF1R), por lo que resulta especialmente importante el IGF-1 periférico, que
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accede al SNC a través de los plexos coroideos o tras atravesar la barrera

hematoencefilica (Fernandez y Torres-Aleman, 2012).

La llegada de IGF-1 al SNC es dependiente de la actividad neural, siendo de vital
importancia para los procesos de plasticidad celular (Carro et al, 2000; Nishijima et al,
2010; Cao et al,2013).

En cuanto asureceptor, el denominado IGF1R es una glicoproteina heterotetramérica que
se expresa tanto en las células madre neurales como en todas las neuronas a lo largo de la
vida (Baron-Van Evercooren et al, 1991; Popken et al, 2005). La activaciéon de IGF1R da
lugar a una actividad tirosin-kinasa, autofosforilacién y activacién de la cascada de
sefalizacion (LeRoith et al, 1995). Esta activacion tiene efectos importantes en el cerebro
en desarrollo, en la plasticidad neuronal y en los efectos neuroprotectores ante un dafo
(Tabla 2).

En primer lugar, en el cerebro en desarrollo, el IGF-1 ejerce su funcién en todos los tipos
celulares, incluyendo las células madre neurales, neuronas y células gliales (O'Kusky y Ye,
2012). Entre estas funciones destaca el aumento del tamafo cerebral (Popken et al, 2005),
la diferenciacién de células mesenquimales en células neurales y gliales debido a sus
funciones proliferativas y antiapoptéticas (Brooker et al, 2000; Supeno et al, 2013; Huat
et al, 2014), el desarrollo axonal y la formacién de sinapsis (Fernandez y Torres-Aleman,
2012), y en permitir la proliferacion, supervivencia y migracion de progenitores neurales
(Tabla 2; Hurtado-Chong et a/,, 2009; Oishi et al, 2009). Por otro lado, el IGF-1 desempeiia
funciones esenciales en la plasticidad del SNC, como el crecimiento dendritico (Camarero
et al, 2001; Cheng et al, 2003), el balance excitatorio-inhibitorio (Murillo-Cuesta et al,
2011), el aumento de la densidad y estabilidad de las espinas dendriticas (Moisello et al,
2008; Langlet et al, 2012; Trinel et al, 2013; Mysoet et al, 2014; Mysoet et al, 2015),0su
efecto en otras células no neuronales como las células gliales (Tabla 2; Carson et al, 1993;
Ye et al, 1995; Aberg et al., 2003; Ye et al, 2004; Zeger et al, 2007).

Ademas, presenta efectos sinérgicos con otros factores neurotréficos, como el factor
neurotréfico derivado del cerebro (BDNF’; ver a continuacién; McCusker et al, 2006).
Finalmente, el IGF-1 presenta funciones neuroprotectoras ante situaciones patolégicas,
entre las que destacan efectos que permiten la regeneracién axonal, la astrogliosis o la

remielinizacion (Tabla 2; McMorris et al, 1993), entre otros. Por tanto, el IGF-1 es un

7 Del inglés Brain Derived Neurotrophic Factor
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factor neurotréfico con amplias funciones en el SNC, lo que le hace ser un buen candidato

paraun tratamiento farmacolégico.

IGF-1
Aumento del tamario cerebral Plasticidad del SNC
Inductor neural
Desarrollo del SNC | Desarrollo axonal y formacion de sinapsis Fredritie ceel it
Proliferacion, supervivencia y migracion de Balance excitacién-inhibicion
progenitores neurales Aumento de la densidad y
estabilidad de las espinas
dendriticas
Efecto neuroprotector Efecto en celulas no neurales
.. Regeneracion axonal Sinergia con otros factores
Neuroproteccion Astrogliosis neurotraoficos
Remielinizacién

Tabla 1. Resumen de las funciones de IGF-1 en el desarrollo y plasticidad del SNC en condiciones normales y
patoldgicas.

BDNF

EI BDNF es un miembro de la familia de las neurotrofinas, en la que se incluyen el factor de
crecimiento nervioso, la neurotrofina 3 y la neurotrofina 4 (Hohn et al, 1990;
Maisonpierre et al, 1990; Rosenthal et al, 1990; Ip et al, 1992). Se produce
principalmente en las neuronas y células gliales, con una accion pleiotrépica en el SNC
(Lessmann y Brigadski, 2009). Cada vez hay mas estudios que indican que BDNF participa
en un amplio espectro de procesos neurofisioldgicos debido a su patrén caracteristico de
sintesis, que implica varias isoformas bioldgicamente activas que interactiian con
diferentes receptores, y controlan asi numerosas vias de sefializacién (Kowianski et al,

2018).

El BDNF esta presente en casi todas las regiones encefalicas (Hofer et al, 1990; Yan et al.,
1997). Su funcién depende tanto de la fase de desarrollo del encéfalo como de la regidn

neuronal, glial o vascular del tejido nervioso (Kowianski et al, 2018).

Las funciones mas importantes de BDNF incluyen los procesos de desarrollo, la regulacion
de la neurogénesis, la neuroprotecciony el control de las interacciones sindpticas de corta
y larga duracién queinfluyen en los mecanismos de lamemoriay la cognicién (Tabla 3; Park
y Poo, 2013; Foltran y Diaz, 2016; Gonzalez et al, 2016; Sasi et al., 2017).

Comenzando con sus funciones durante el desarrollo, BDNF estimula la gliogénesis y la
proliferacion glial durante el desarrollo encefélico y en algunos procesos patologicos

(Frisen et al, 1993). Durante la embriogénesis, BDNF permite la diferenciacion de
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progenitores corticalesy, posteriormente, promueve la diferenciaciéon de estos a neuronas
(Bartkowska et al, 2007).

Ademads, produce la regulacién de la sintesis proteica y el desarrollo del citoesqueleto, y
aumenta el crecimiento y la arborizacion dendritica (Tabla 3; Jaworski et a/, 2005; Kumar
et al,2005).

Por otro lado, se ha relacionado BDNF con la neurogénesis adulta, pero su funcién en el
mantenimiento de un nimero adecuado de progenitores neurales y las condiciones que
permiten su crecimiento y desarrollo no estd demostrado, y los datos suelen ser
contradictorios. Por tanto, actualmente se trataa BDNF como un factor diferenciador mas
gue como un factor de supervivencia (Kowianski et a/, 2018). De hecho, cada vez hay mas
estudios que senalan la accion de BDNF durante las ultimas fases de la neurogénesis
(Bergami et al, 2008; Chan et al, 2008; Wang et al, 2015), ya que estimula la
diferenciacién neuronal, asi como la morfogénesis y arborizacion dendritica (Tabla 3; Gao
et al,2009; Rauskolb et al, 2010; Wang et al, 2015).

El papel de BDNF en la regulacion de la plasticidad sindptica se ha estudiado durante anos
tanto /n vivocomo /n vitro. BDNF influye en varios aspectos funcionales y estructurales de
latransmision sindptica y permite una mayor eficacia de la transferencia de sefnales (Lynch,
2004). Esta neurotrofina actiia tanto en el compartimiento presinaptico como en el
postsinaptico, modula la eficacia sindptica, ya sea modificando la liberacion del transmisor
o incrementando la sensibilidad de su recepcion (Itami et a/, 2003; Edelmann et al, 2014).
Ademas, BDNF estimula la arborizacion y formacion de espinas dendriticas (Katoh-Semba
et al, 2002; Gao et al, 2009; Park et al, 2016; Wu et al, 2019), y la expresién de genes

relacionados con la funcién vesicular y la comunicacién sinaptica (Mariga et al, 2015).

Finalmente, BDNF regula la sintesis local de proteinas y provoca una modulacién rapiday
sutil del proteoma para remodelar las regiones sinapticas en respuesta a estimulos (Tabla
3; Eyman et al, 2013). Por tanto, BDNF puede actuar como mediador, modulador o

instructor de la plasticidad sinaptica.

En cuanto a los efectos neuroprotectores, estos se basan principalmente en su efecto
sobre la neurogénesis (descrita anteriormente) y sobre su actividad antiapoptética y
antioxidante (Zuccato y Cattaneo, 2009). BDNF promueve la expresion de proteinas que
producen resistencia neuronal contra el estrés oxidativo y la muerte celular programada
(Tabla 3; Chen et al, 2017), lo que hacen de BDNF un buen candidato para una terapia

neuroprotectora.
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BDNF

Inductor de la produccion glial Neurogenesis
Proliferacion y diferenciacion de
Desarrollodel SNC progenitores neurales

Desarrolo del citoesqueleto
Crecimiento y arborizacién dendritica

Factor diferenciador
Diferenciacion neuronal y
arborizaciéon dendritica

Regulacion de los transmisores pre y post Neuroproteccion
sinapticos
Plasticidad sindptica| Arborizacién y formacién de espinas Aumento de la neurogénesis

Actividad anti-apoptoética y
antioxidante

dendriticas
Funcién vesicular y comunicacién sinaptica

Tabla 3. Resumen de las funciones de BDNF en el desarrollo, plasticidad sinaptica, neurogénesis y
neuroproteccion.

VEGF-A

El factor de crecimiento endotelial vascular A (VEGF-A?) es el principal factor de
crecimiento especifico de las células endoteliales. Pertenece a la superfamilia
VEGF/PDGF’, entre las que se incluyen VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E,
svVEGF®y PIGF!. VEGF-A se produce en 6rganos como el encéfalo, higado, bazo, rifién y
piel gracias a varios tipos celulares como las células endoteliales, los macréfagos vy las
células T activadas, entre otros (Freeman et al, 1995; Ferraray Davis-Smyth, 1997; Melter

et al, 2000).

La expresion de VEGF-A esta regulada por una variedad de estimulos, como la hipoxia,
factores de crecimiento, la hormona estimulante de la tiroides, promotores de tumores y

oxido nitrico (Takahashi y Shibuya, 2005).

Es esencial para muchos procesos angiogénicos que ocurren tanto en estados fisiolégicos
como patoldégicos, tales como la vascularizacién tumoral. Estos efectos ocurren gracias a
su interaccién con dos receptores tirosina quinasas denominados VEGFR1 y VEGFR2 (
Shibuya et al, 1990; Matthews et al, 1991; Terman et al, 1991).

8 Delinglés Vascular Endothelial Growth Factor A

? Del inglés Platelet-Derived Growth Factoro factor de crecimiento derivado de las plaquetas
10 Del inglés Snake Venom VEGF o VEGF de veneno de serpiente

1 Del inglés Placenta Growth Factoro factor de crecimiento placentario
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En primer lugar, VEGF-A es una molécula clave en la regulacién de las células endoteliales:
promueve su proliferacién, migraciény supervivencia -es decir, la angiogénesis-, asi como
la permeabilidad vascular (Ferrara et al, 2004). Por otro lado, también se le atribuyen

efectos neuroprotectores (Tabla 4).

En cuanto a su funcién angiogénica, es de vital importancia la regulacion precisa de VEGF-
A durante la embriogénesis. De esta manera, durante el desarrollo, la expresién reducida
de este factor neurotroéfico puede provocar defectos significativos en la vasculatura de
varios érganos, asi como un ndmero notablemente reducido de glébulos rojos. Sin
embargo, un aumento de expresién puede provocar retrasos en el desarrollo del corazén
(Miquerol et al, 2000). Por tanto, es importante para el crecimiento de células
endoteliales, hematopoyesis y formacién y organizacién de vasos sanguineos (Tabla 4;
Hiratsuka et al, 1998). Por otro lado, aumenta la permeabilidad vascular (Bates y Harper,
2002) mediante la activacion de VEGFR2 en las células endoteliales. Asi, VEGF-A induce
la fenestracién endotelial y aumenta la desorganizaciéon de las proteinas de unién

endotelial (Tabla 4; Kevil et al, 1998).

Finalmente, estudios recientes muestran que VEGF-A afecta directamente a las neuronas.
En particular, VEGF-A es un factor clave en el SNC tanto en desarrollo como adulto. Este
factor neurotréfico actiia promoviendo el crecimiento axonal, asi como la diferenciacién,
migracion y supervivencia neuronal (Oosthuyse et al, 2001; Storkebaum et al, 2004).
Ademdas, VEGF-A actia como mediador de la apoptosis induciendo proteinas

antiapoptoticas e inhibiendo las proapoptéticas (Tabla 4; Gora-Kupilas y Josko, 2005).

VEGF-A

Crecimiento de células endoteliales
.. . |Hematopoyesis
Anglogene515 Formacién y organizaciéon de vasos
sanguineos

Fenestracion endotelial
Desorganizacion de proteinas de
unién endotelial

Permeabilidad
Vascular

Crecimiento axonal
Diferenciacion, migracion y
supervivencia neuronal
Inhibicién de la apoptosis

Neuroproteccion

Tabla 4. Resumen de las funciones de VEGF-A en los procesos de angiogénesis y permeabilidad vascular.
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VEGF-B

Como se ha mencionado anteriormente, el VEGF-B es otro miembro de la superfamilia
VEGF/PDGF. VEGF-B tiene una amplia distribucion, siendo mas abundante en tejidos con
alta actividad metabdlica como musculo cardiaco, muisculo esquelético, musculo liso
vascular, tejido adiposo pardo, cerebro, rifidn y las células parietales del estémago
(Olofsson et al, 1996; Aase et al., 1999; Capoccia et al., 2009; Bry et al, 2014). Ello sugiere
que VEGF-B desempeia un papel fundamental en la coordinacién de la interaccion entre

angiogénesis y metabolismo.

A diferencia de otros miembros de la familia VEGF, este factor neurotréfico carece de
actividad angiogénica general, siendo sus funciones practicamente neuroprotectoras y
metabdlicas, por lo que tiene un papel notorio en el SNC (Tabla 5). Estos efectos se deben
aque VEGF-B solo se une al receptor VEGFR1 (Bry et al, 2014).

Los efectos neuroprotectores de VEGF-B se producen debido a su expresion en las
neuronas del SNC (Aase et al, 1999; Dhondt et a/, 2011), donde estimula la neurogénesis
adulta (Sun et al, 2006) y protege a las neuronas, lo que permite su supervivencia en
enfermedades como el Parkinson o la ELA (Poesen et al, 2008; Falk et al, 2009). Esta
neuroproteccién parece estar relacionada con la regulacién de la apoptosis, ya que VEGF-
B inhibe la expresion de genes que codifican las proteinas proapoptéticas, asi como los de

miembros de la familia de las caspasas (Tabla 5; X. Li et a/, 2008).

Por otro lado, se ha relacionado a VEGF-B con el correcto funcionamiento mitocondrial. La
expresion de VEGF-B y de varios genes y proteinas mitocondriales esta regulada de forma
coordinada, siendo el inico miembro de la familia VEGF con esta caracteristica (Mootha et
al, 2003; Hagberg et al,, 2010). Ademas, como se ha mencionado anteriormente, VEGF-B
regula, a través de su receptor VEGFR1, la expresion de genes relacionados con la via
mitocondrial de la apoptosis (X. Li et al, 2008). Por otro lado, VEGF-B permite el
transporte de acidos grasos a la mitocondria (Hagberg et a/, 2010), normaliza el potencial
de membrana mitocondrial (Dhondt ef a/, 2011) y aumenta los niveles de ATP (Yue et al,
2014). Por tanto, VEGF-B mediante su unién al receptor VEGFR1 potencia los procesos de
proteccion durante el estrés celular (Tabla 5; Falk et a/, 2010; Olsson et al,, 2006).
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VEGF-B

Regulacion de la apoptosis

. . A Transporte de AG a la mitocondria
Estimulacion de la neurogénesis Efectoenla | Normaliza el PMM

Neuroproteccion . :
p aRdUItla o e o mitocondria | Aumenta los niveles de ATP
egulacion ae la apoptosis Proteccion frente a estrés celular

Ausencia de efecto angiogénico

Tabla 5. Resumen de las funciones de VEGF-B en los procesos de neuroproteccion y de mantenimiento de la
calidad mitocondrial. AG, acidos grasos; PMM: potencial de membrana mitocondrial
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JUSTIFICACION, HIPOTESIS
Y OBJETIVOS






Las enfermedades neurodegenerativas son patologias del SNC o periférico que se
caracterizan por la pérdida progresiva de elementos neurales. La busqueda de nuevas
terapias que puedan frenar o paliar el proceso de muerte celular que acompana a estas
enfermedades es un desafio que la comunidad cientifica ha afrontado en las ultimas
décadas. A pesar de que en la actualidad existen medicamentos que alivian los sintomas,
todavia no se ha encontrado un tratamiento que sea realmente eficaz para detener o
frenar la progresién de estas graves afecciones. Cada vez hay mas estudios que proponen
las terapias con factores neurotréficos como las mas prometedoras para conseguir tal
deseada paliacién, por su papel en el desarrollo, diferenciacion, proliferacion y
supervivencia de las células nerviosas. En este sentido, la investigacion con modelos
animales de enfermedades neurodegenerativas juega un papel fundamental en el disefio

de nuevos tratamientos y la evaluacién de su eficacia en estudios preclinicos.

En la presente Tesis Doctoral usaremos el ratén PCD, modelo directo de la patologia
humana CONDCA que, ademas de presentar una gran utilidad para estudiar diferentes
procesos de degeneracién neuronal selectiva, sirve para evaluar diferentes tratamientos
farmacoldgicos. La degeneracion rapida y selectiva de las células de Purkinje del cerebelo
de este ratén permite estudiar cémo el deterioro progresivo puede afectar al
comportamiento motor, cognitivo y social, y cdomo podemos, en su caso, evitar esta

disfuncién tras un tratamiento farmacolégico.

Por lo tanto, la hipétesis de la presente Tesis Doctoral es que e/ tratamiento con factores
neurotroficos tiene efectos neuroprotectores en el modelo PCD de degeneracion

neuronal selectiva.

Para comprobar dicha hipétesis, se han desarrollado los siguientes objetivos generales y
especificos (nétese la asimetria en los mismos debido a una progresion diferente en el

trabajo, seguin los resultados obtenidos).

I.  Analizar el patréon de expresion en el ratén PCD de los factores neurotréficos mas
relevantes en el desarrollo, crecimiento, proliferaciéon celular, en comparacién con
animales control.

a. Analizar las fluctuaciones génicas de /g7-1, Bdnf, Vegf-Ay Vegf-Balo largo
del proceso neurodegenerativo del cerebelo del raton PCD.

b. Confirmar larelevanciade laexpresion génica anterior mediante el estudio
de la expresion proteica de los factores neurotréficos mencionados en el

objetico especifico anterior.
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Analizar el efecto neuroprotector de rhIGF-1
a. Administrar rhIGF-1 en funcién de sus fluctuaciones a lo largo de proceso
degenerativo del cerebelo en el ratéon PCD.
b. Examinar su efecto sobre las funciones motoras, cognitivas y sociales de los
animales PCD a lo largo de dicho proceso neurodegenerativo.
c. Analizar el efecto protector sobre poblaciones celulares identificadas en el
cerebelo del ratén PCD.
Analizar el efecto neuroprotector del tratamiento con rhVEGF-B
a. Administrar rhVEGF-B alo largo del proceso degenerativo del cerebelo en
el raton PCD.
b. Analizar el efecto del tratamiento 6ptimo con rhVEGF-B sobre las
funciones motoras, cognitivas y sociales en paralelo con dicho proceso

neurodegenerativo.

0

Estudiar el efecto del tratamiento con rhVEGF-B sobre poblaciones
celulares definidas en el cerebelo de ratones PCD.
d. Examinar el musculo esquelético para ver posibles alteraciones tras el

tratamiento con rhVEGF-B.

o

Estudiar el comienzo la disfuncién mitocondrial que se asocia con la
mutacién pcd y analizar el efecto del tratamiento con rhVEGF-B sobre

dicha calidad mitocondrial.



MATERIALY METODOS






ANIMALES DE EXPERIMENTACION

En la presente Tesis Doctoral se emplearon ratones (Mus musculus L. 1758, Muridae,
Rodentia, Mammalia) silvestres (WT?!?) y mutantes PCD de la estirpe C57BL/DBA de
diferentes edades y sexos. Esta estirpe hibrida se obtuvo mediante el cruce entre animales
C57BL/6J y DBA/2]J procedentes de los Laboratorios Jackson (Bar Harbor, MA, EE. UU.).

Los animales se criaron y mantuvieron en el animalario del Instituto de Neurociencias de
Castillay Leén y en el animalario de Organismos Modificados Genéticamente del Centro
de Investigacidon del Cancer, ambos pertenecientes al Servicio de Experimentacion Animal
de la Universidad de Salamanca. Los animales se alojaron a temperatura y humedad
constantes, con un fotoperiodo artificial de 12/12 horas, y se alimentaron ad /ibitum con
aguay pienso compuesto para roedores (Tecklad Global Diet, Envigo, IN, EE. UU.). Debido
alas necesidades especiales de los animales mutantes, a partir de la edad de destete (P21),
la dieta se suplementd con agar gelatinizado al 3% (p/v, Panreac-AppliChem, Castellar del

Vallés, Espana).

Todos los procedimientos de la presente Tesis Doctoral se realizaron en cumplimiento con
la normativa europea (Directiva 2010/63/UE) y espaiiola (RD118/2021 y Ley 32/2007)
vigentes para el uso y cuidado de animales de experimentacion, y fueron aprobados por el

Comité de Bioética de la Universidad de Salamanca (Referencia #613).

Colonia PCD

Los animales PCD usados en este estudio portan la mutacion original pcd”, que fue
transferida ala estirpe C57BL/6J en 1976 (Mullen et al, 1976). La estirpe hibrida usada en
esta Tesis Doctoral se consigui6 mediante el cruce de ratones macho de la estirpe
C57BL/6J heterocigotos para la mutacion pcd® con hembras silvestres de la estirpe
DBA/2J. De esta manera se consiguié asociar el alelo pcd® al trasfondo genético del
cromosoma 13 de la estirpe C57BL/6J, mientras que el alelo silvestre quedo asociado al
trasfondo genético del cromosoma 13 de la estirpe DBA/2J. Debido a las pésimas
caracteristicas reproductivas de los animales homocigotos para la mutacion (pcd/ pcad), el
mantenimiento de la colonia se llevd a cabo mediante cruces entre individuos

heterocigotos (+/pca).

12 Del inglés Wild-type
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Puesto que en edades tempranas previas a la neurodegeneracion los animales WT (+/+),
heterocigotos (+/pcd) y mutantes (pcd/pca) son fenotipicamente indistinguibles, es
necesario realizar la tipificacién genética mediante el uso de la técnica de la reaccién en

cadena de la polimerasa (PCR*3; ver a continuacion).

Genotipado de animales
Extraccion de DNA

Los animales se marcaron mediante la perforacién de una orejaentre P6-P8, momento que
se aprovecho para la toma de una muestra de tejido. Se recogio el pequefio fragmento de
oreja procedente de dicha perforacién, y en aquellos animales sin marcar se corté el
extremo de su cola (alrededor de 1 mm) como muestra. Con este tejido, llevamos a cabo el
aislamiento del DNA gendmico. Para ello, el tejido se homogeneizd y lisé durante al menos
tres horas a 55 °C en un tampoén que contenia: proteinasa K 6 U/ml (Sigma-Aldrich, MO,
EE. UU.), dodecil sulfato sédico (SDS'; Sigma-Aldrich) 0,2% (p/v), &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA?®; Sigma-Aldrich) 5mM pH 8,0, tampon Tris 0,1 M pH
8,0, NaCl 200mM (Sigma-Aldrich), todo ello diluido en agua Elix.

El homogeneizado se resuspendié y centrifugd durante 2 minutos a 13.200 revoluciones
por minuto (r.p.m.) atemperatura ambiente empleando una centrifuga 5415D (Eppendorf,
Hamburgo, Alemania) y se recogio el sobrenadante que contenia el DNA. A continuacion,
se afladié un volumen equivalente de isopropanol (Prolabo, Fontenay-Sous-Bois, Francia)
para precipitar el DNA y se centrifugd de nuevo durante 10 minutos. Finalmente, el
precipitado de DNA se lavd con etanol 70% (v/v, VWR Chemicals, OH, EE. UU.), se
centrifugd de nuevo durante 10 minutos, se dejé secar y se resuspendié con agua Elix en el

volumen adecuado para cada muestra (entre 20y 100 pl).

Amplificacion del DNA mediante PCR

La mutacion pcd® se encuentra en una region reguladora que hasta ahora no ha sido
identificada, por lo que para la identificacion genotipica de los animales se recurrio al uso
de microsatélites, nucleétidos repetidos en tandem muy polimérficos, utilizados como

marcadores moleculares intraespecificos.

13 Del inglés polymerase chain reaction
14 Del inglés sodium dodecyl! sulphate
15 Del inglés ethylenediaminetetraacetic acid
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Se analizaron dos microsatélites presentes tanto en la estirpe C57BL/6J -portadora de la
mutacion-, como en la estirpe DBA/2J: D13Mit250 y D13Mit283. La eleccién de estos
microsatélites se debe principalmente a dos caracteristicas. La primera es que ambos estan
localizados préximos a la region portadora de la mutacion pcd®, por lo que aseguramos su
transmision ligada con una alta probabilidad. Adem3s, estos microsatélites son distintos
entre ambas estirpes, ya que su tamafno en nimero de pares de bases (pb) es diferente, lo
que permite diferenciar los alelos pcd” y WT al separar mediante electroforesis el

producto obtenido tras la PCR.

Por tanto, mediante la técnica de la PCR se amplificaron los microsatélites D13Mit250 y
D13Mit283. El medio pararealizar la PCR contiene tampdn comercial de la polimerasa Taq
1X (Promega, WI, EE. UU.), Tag polimerasa 0,125 U/ul (Promega), dimetilsulféxido 5%
(v/v), MgCl2 1,5 mM, cebadores o primers 2,5 uM (Tabla 6), DNA (100-500 ng) y agua Elix.

Microsatélite Sentido Antisentido
D13Mit250 ACACTCATTTCCATGCACGA AGGTCCTCAAATCTCACAAGTAGG
D13Mit283 GGAAGCAGTCTCCTGCCTC GAGAGGTGGCACATGAGGTT

Tabla 6. Secuencias sentido y antisentido de los primers empleadas para la amplificacién de los microsatélites
D13Mit250y D13Mit283.

Como control positivo incluimos una muestra de DNA de cada uno de los genotipos
posibles (+/+, +/pcd, pcd/pcd) y como control negativo usamos el medio descrito

anteriormente, sustituyendo la cantidad de DNA por agua Elix.

La PCR se realizd usando las condiciones de temperatura y tiempo de los ciclos detalladas
en la Tabla 7 usando el termociclador Veriti 96-Well Thermal Cycle (Applied Biosystems,
CA EE.UU.).

Ciclo Fase T2 D13Mit250 T2 D13Mit283 Tiempo

1 Desnaturalizacién inicial 94.°C 94°C 5 min

2 Desnaturalizacion 94 °C 94°C 1 min

3 Alineamiento 54°C x40  54°C x40 1 min

4 Elongacion 72°C - 72°C W
5 Elongacion final 72°C 72°C 10 min

6 Conservacion 4°C 4°C o

Tabla 7. Condiciones de temperaturay tiempo de los ciclos de la PCR para el genotipado de la mutacién pcd®.
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Identificacion de los productos de la PCR

Como se indicé en el apartado anterior, los microsatélites utilizados para amplificar
mediante la PCR -D13Mit250y D13Mit283- presentan diferencias en el nimero de pares
de bases en las estirpes C57BL/6J y DBA/2J. En el caso del microsatélite D13Mit250, el
producto de la PCR es un fragmento de 130 pb en los ratones de la estirpe C57BL/6J,
mientras que en la estirpe DBA/2J es de 116 pb. A su vez, el producto de la PCR del
microsatélite D13Mit283 en la estirpe C57BL/6J es de 114 pb, mientras que en la estirpe
DBA/2J es de 136 pb (Figura 5).

La separacién mediante electroforesis se realiza en un gel de agarosa para fragmentos de
DNA de pequefio tamafio (MS-8, Condalab, Madrid, Espaina) al 3% (p/v) en tampdn Tris-
Borato-EDTA (TBE) 0,5x, al que se le afiade 0,1 pl/ml de RedSafe (Intron Biotecnology,
Seongnam, Corea del Sur), un agente intercalante del DNA que permite visualizar las
bandas de DNA amplificado con ayuda de una lampara ultravioleta (Gel Doc XR, Bio-Rad
Laboratories, CA, EE. UU.). Dejamos correr el gel durante 20 minutos a un voltaje de 100-
110V.

Ladiferencia enel nUmero de bases dependiendo de la estirpe permite tipificar el genotipo
delos animales. De esta forma, si tras la electroforesis encontramos una sola banda de 130
pb para D13Mit250 o de 114 pb para D13Mit283, se trata de animales homocigotos para
la mutacion pcd® (pcd/pcd). Si encontramos una Unica banda de 116 pb para D13Mit250
ounabandade 136 pb para D13Mit283, corresponde con animales homocigotos WT (+/+).
Por dltimo, si encontramos dos bandas de diferente tamano, 130 y 116 pb para
D13Mit250, o bien, 114 y 136 pb para D13Mit283, éstas se corresponden con animales
heterocigotos (+/pcd: Figura 5).

> >
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NI NI
e & ¢ g
130 bp -—" W - 136 bp
116 bp - - W s 114 bp

D13Mit250 D13Mit283

Figura 5. Resultado de la electroforesis del genotipado de la mutacién pcd®. Las bandas corresponden a
animales homocigotos WT (+/+) y PCD (pcd/pcad), y las bandas dobles a animales heterocigotos (+/pca).
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DISENO EXPERIMENTAL GENERAL

En esta Tesis Doctoral se ha realizado un gran ndmero de técnicas, en muchos casos
similares en los distintos bloques de experimentos, a pesar de que los objetivos de éstos
fuesen diferentes. Ademas, siempre con el objetivo de reducir en lo posible el nUmero de
animales de experimentacién, se aprovechd el tejido de un mismo ratdn para experimentos
diferentes. Por ello, para evitar la redundancia y para una mejor comprension, en este
apartado inicial se explicara el disefio experimental global de toda la tesis (Tabla 8). Mas

adelante, se ird detallando cada técnica usada de forma especifica.

El propodsito general de la presente Tesis Doctoral es la blsqueda de nuevos farmacos que
eviten o frenen la muerte neuronal. Por ello, en primer lugar, se llevé a cabo un screening
en el que analizamos cuatro factores neurotroéficos en el cerebelo de ratones WT y PCD:
IGF-1, BDNF, VEGF-Ay VEGF-B. Este screeningse llevé a cabo mediante el uso de la PCR
cuantitativa (QPCR?¢) -parael analisis de la expresion génica- y de ELISAY -parael analisis
dela produccién proteica-. El resultado de este estudio preliminar nos permitié disefar un
tratamiento farmacoldgico con las proteinas recombinantes humanas de los factores
neurotroéficos que se encuentran alterados en el ratén mutante PCD (Figura 6) que, como
veremos, son IGF-1 (rhIGF-1'®) y VEGF-B (rhVEGF-BY). Ademas, en el caso del
tratamiento con rhVEGF-B, nuestros resultados nos llevaron a probar dos pautas de

administracion, bien de forma diaria o bien cada dos dias.

De forma general, el efecto de ambos tratamientos se analizé mediante pruebas de
comportamiento y recuento de células de Purkinje en el cerebelo (Figura 6). Sin embargo,
la mejora de estos dos parametros tras el tratamiento con rhVEGF-B administrado cada

dos dias, nos llevé a analizar otros aspectos del efecto neuroprotector (Figura 6 B).

En primer lugar, llevamos a cabo el andlisis de la muerte celular programada o apoptosis,
para comprobar el estado de las neuronas supervivientes. Ademas, analizamos el estado

del musculo esquelético, dadas las mejoras en el comportamiento motor.

16 Del inglés guantitative Polymerase Chain Reaction
17 Del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
18 Del inglés Recombinant Human IGF-1

19 Del inglés Recombinant Human VEGF-B
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Por otro lado, puesto que el ratén mutante PCD sufre una disfuncién mitocondrial,
quisimos determinar varios parametros relacionados con la calidad de estos organulos.
Estos andlisis se llevaron a cabo mediante el estudio de variables mitocondriales que se
encuentran alteradas cominmente en los procesos neurodegenerativos, implicados en la
capacidad respiratoria y la respuesta al estrés celular por parte de la mitocondria. Dichos
andlisis se realizaron antes y durante el proceso neurodegenerativo, lo que nos aporta
informacién de si existe un dafio mitocondrial previo al comienzo de la neurodegeneracién,
y como avanza con la muerte neuronal. Por otro lado, analizamos la calidad mitocondrial
en los ratones tratados con rhVEGF-B, para comprobar si la mejora en el comportamiento
y en la densidad celular se debia a una mejora en la calidad mitocondrial. Todos los
experimentos relacionados con la mitocondria se llevaron a cabo en colaboracién con la

Dra. Elisa Motori, en una estancia realizada en la Universidad de Colonia (Alemania).

¢+  Tratamiento rhIGF-1 (P20-P30)

] | ] ] | ] | | ] | | ] ] ] ] | ] | | ] ] |
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+ Tratamiento rhVEGF-B (P10-P20)
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*- Pruebas de comportamiento » Andlisis mitocondrial | Andlisis de la viabilidad celular
Analisis apoptético W, Analisis muscular T Sacrificio

Figura 6. Lineas temporales del tratamiento con rhiGF-1 y rhVEGF-B. (A) En el tratamiento con rhIGF-1 se
llevaron a cabo pruebas de comportamiento a P25 y P30, momento del sacrificio, en el que se analizé la
viabilidad de células de Purkinje. (B) En el tratamiento con rhVEGF-B se realizaron varios andlisis: pruebas de
comportamiento a P17, P25 y P30, anélisis de la supervivencia y apoptosis de células de Purkinje a P25 y P30,
analisis del musculo esquelético a P30 y de la calidad mitocondrial a P10, P15 y P25. Nétese que para este
tratamiento se probaron dos pautas de administracion: continua y cada dos dias (no mostradas en laimagen).
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Grupo

rhVEGF-B en la mitocondria

Objetivos Experimentos . Edad n
experimental
. . . . WT 6
Qp Screeningde  Andlisis génicos mediante gPCR P10-P40
g PCD 6
(] los factores —— - -
g Andlisis proteicos mediante WT P15,P20 6
& neurotréficos —
ELISA PCD P25, P40 6
WT 12
Pruebas de comportamiento PCD P25 12
motor, cognitivo y social PCD +rhIGF-1 P30 12
PCD + NaCl 6
rhiGF-1
WT 8
Andlisis de la supervivencia PCD P30 8
celular PCD +rhIGF-1 8
@ PCD + NaCl 6
O
5 WT 12
5 , P17
o Pruebas de comportamiento PCD pos 12
=
§ motor, afectivo y social PCD +rhVEGF-B ) 12
S PCD + NaCl 6
=
R rhVEGF-B WT 8
C S
S administrado Analisis de la supervivencia PCD P25 8
0 |
‘g cada dos dias celular PCD +rhVEGF-B P30 8
E PCD + NaCl 6
)
= N WT 8
Andlisis de la muerte celular P25 |
PCD 8
programada o apoptosis P30 |
PCD + rhVEGF-B 8
5
WT P17 —
rhVEGF-B ] 5
Pruebas de comportamiento PCD P25 |
administrado 5
PCD + NaCl P30 |
diariamente 5
PCD + rhVEGF-B
Andlisis histolégicos P30 5
2 /e L) . ’ . 2 WT 6
S m Musculo Analisis histolégico del mdsculo |
9 - - PCD P30 6
S 8 esquelético esquelético -
T > PCD + rhVEGF-B 6
T o
§ 'g Andlisis de pardmetros WT P10,P15 4
g g mitocondriales alterados PCD P25 4
> -+
& g Mitocondria WT 4
‘a0 Efectividad del tratamiento con |
& > PCD P25 4
c (7]
< €< 4

PCD + rhVEGF-B

Tabla 8. Disefio experimental general de la presente Tesis Doctoral.
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ANALISIS GENICO

La busqueda de alteraciones en los niveles de expresién de factores neurotroficos en el
ratéon PCD que pudiesen dar lugar a nuevas estrategias farmacolégicas se llevé a cabo
mediante el andlisis de cambios en la expresion génica usando la técnica de la gPCR. Los
genes analizados fueron /gf-1, Bdnf, Vegf-Ay Vegf-B. Estos experimentos se realizaron en
ratones WT y PCD alo largo de todo el proceso neurodegenerativo, desde P10, -momento
en el gue no observamos degeneracion en el ratén mutante PCD-, hasta P40 -cuando la
neurodegeneracion es completa y Unicamente encontramos células de Purkinje aisladas

(Wangy Morgan, 2007)-.

Extraccion de muestras en fresco

Los animales se sacrificaron por dislocacion cervical y decapitacién. Después, se extrajo
cuidadosamente el encéfalo y se disecciond el cerebelo, seccionandolo a su vez por lalinea
media sagital, para obtener y procesar por separado los dos hemisferios cerebelosos con
su correspondiente area del vermis, tal como se muestra en la Figura 7. El hemisferio
izquierdo se uso pararealizar los andlisis génicos usando la técnica gPCR, mientras que el
derecho se utilizé para los analisis proteicos mediante ELISA. Todo el proceso se realizé
manteniendo el tejido en solucion salina estéril, y se empled material quirdrgico
previamente lavado y calentado a 230 °C durante 1 hora para desnaturalizar las
ribonucleasas. Tras ladiseccion, el tejido se congeld por separado usando nitrégeno liquido

y los distintos bloques se almacenaron a -80 °C hasta su uso.

Figura 7. Representacién grafica de un

encéfalo de ratén visto dorsalmente. La

linea de puntosindica laregién especifica

del cerebelo que se usé para los analisis

Andlisis s\ . /W Andlisis molegulares, tanto géni‘c‘os como

génicos _‘_L 3 /J_'_ proteicos proteicos. Imagen modificada de
\ <—— 72 7 A BioRender.
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Extraccion del RNA total

El analisis génico se realizé mediante la detecciéon de cambios en la cantidad de mRNA de
los genes de interés. Para ello, se aislé y purificd el RNA total de la mitad izquierda del
cerebelo usando el kit comercial de extraccién por columnas PureLink RNA Mini Kit y
PureLink DNase Set (Invitrogen, MA, EE. UU.). En primer lugar, cada muestra se lisé en 600
ul de tampdn de lisis con 1 % (v/v) de B-mercaptoetanol (Bio-Rad Laboratories) -usado
para eliminar las ribonucleasas liberadas durante la lisis-, y se disgregd con un
homogeneizador Ultra Turrax T-10 Basic (IKA, Staufen, Alemania). A continuacion, el
homogeneizado se pasé por una jeringa de insulina (0,5 ml, 30 G x 0,3 x 8 mm) y, una vez
comprobado el correcto homogeneizado de la muestra, se continué con el protocolo
especificado en el kit comercial. Tras varios lavados y tratamientos con DNAsas, la
cantidad y calidad del RNA total extraido se cuantificé con un nanoespectrofotémetro
UV/Vis P-Class (Implen, Munich, Alemania). El espectrofotometro mide la concentracion
de la muestra utilizando diferentes frecuencias de onda (260 y 280 nm), por lo que, al
tratarse de RNA, debemos aseguramos de que la relacién entre estas dos se encuentre
cercana a 2, ya que alteraciones en este valor indican la presencia de contaminacién. Tras
esta comprobacion, el RNA se almacené a -80 °C hasta el siguiente paso, la obtencion de

DNA complementario (cDNA) mediante la retrotranscripcion.

Obtencién del DNA complementario

Una vez obtenido el RNA total de todas las muestras y grupos experimentales, llevamos a
cabo laretrotranscripcién o transcripciénreversa, mediante la cual obtenemos cadenas de
cDNA a partir de las moléculas de mRNA presentes. Este proceso implica el uso de una
retrotranscriptasa capaz de polimerizar una cadena de cDNA a partir de RNA

monocatenario como molde.

Para ello usamos el kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems). El medio usado para la retrotranscripcion contenia: tampén comercial de la
transcriptasa reversa 2X, primers o cebadores aleatorios de retrotranscripcion 2X,
desoxinucleétidos trifosfato 8mM, 1000 ng de RNA y agua Milli-Q libre de enzimas
RNAsas. La retrotranscripcion se llevé a cabo en un termociclador Veriti 96-Well Thermal
Cycler (Applied Biosystems) programado con las condiciones de amplificacion que se
especifican en la Tabla 9. Una vez realizado este proceso, el cDNA se almacené a -20 °C

hasta su uso.
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Ciclo Temperatura Tiempo
1 25°C 10 min
2 37°C 120 min
3 85°C 4 min
4 4°C 0

Tabla 9. Condiciones de temperaturay tiempo de los ciclos de la retrotranscripcién
PCR cuantitativa

Una vez obtenido el cDNA, llevamos a cabo la gPCR. Esta técnica nos permite estudiar la
cantidad de RNA que se ha transcrito de nuestro gen de interés, el cual se cuantifica a
través de la fluorescencia emitida por el reportero fluorescente, una molécula que se
intercala entre las dos cadenas de doble hélice del cDNA. Cuando la sefal de fluorescencia
de lareaccién cruza el valor umbral ( ThAreshold), se considera que el nivel de fluorescencia
ha aumentado con respecto al nivel de fluorescencia base. El valor C+%° hace referencia al
ciclo de la PCR en el que se ha alcanzado este umbral. Por tanto, la fluorescencia
aumentara dependiendo de la cantidad de copias de cDNA generadas en la PCR: si en la
muestra de cDNA existen muchas copias del gen de interés, necesitaremos un Cr mas bajo
para obtener el nivel minimo de fluorescencia -es decir, para alcanzar el Threshold-.En el
caso de otro gen que esté menos presente, se necesitaran mas ciclos para alcanzar este Cy
(Figura 8). Por ello, el valor C+ es el utilizado para calcular el nimero de copias del gen en

nuestra muestra de cDNA, y, por tanto, la cantidad de mRNA de nuestro gen de interés.

1E01

mGenl
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Figura 8. Representacion grafica del ARn (incremento de fluorescencia del reportero) de dos genes distintos.
El dato obtenido (Cr) hace referencia al ciclo de la PCR en el que la sefial de fluorescencia de la reaccion cruza
el valor umbral (Threshold). En este caso, el nivel de expresion del Gen 1 es mayor que el Gen 2, ya que tiene
un Ct mas bajo

20 Del inglés Threshold Cycle
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Para la reaccion de la qPCR se utilizé como reportero fluorescente el medio comercial
PowerUp SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems) junto con los pares de primers
especificos para cada gen de interés a una concentracién final de 1 uM (Tabla 10) y agua
Milli-Q. La reaccién se realizé por triplicado para cada muestra analizada, con los
respectivos controles negativos. Parala normalizacién de los datos se empled como gende

referencia el de la enzima Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (Gapdf??).

Analisis de datos

Los resultados de la gPCR nos permitieron llevar a cabo dos analisis distintos: en primer
lugar, estudiar cobmo varia la expresién génica por edades, dentro de la misma condicién
genotipicay, en segundo lugar, comparar posibles variaciones de la expresiéon de cada gen

de interés entre genotipos, es decir, entre ratones WT y PCD, a diferentes edades.

En ambos casos, los cambios en la expresién génica se calcularon usando la cuantificacién
relativa (AACr; detallado en las férmulas mas adelante), que nos permite comparar la
expresion de cada gen de interés entre dos muestras, ya sea de distinto genotipo o edad, y

normalizandolo respecto a la expresion del gen constitutivo, el Gapadh.

En primer lugar, llevamos a cabo el andlisis entre edades dentro del mismo genotipo, para
conocer como fluctla la expresiéon génica a lo largo del tiempo; por tanto, el cambio
relativo en el nivel de expresion o fold change (ver mas adelante) se calculé comparando
los Cr de las distintas edades analizadas, tratando a los ratones WT y PCD
independientemente. Para este andlisis, usamos la edad P10 como referencia, por ser una
edad anterior al comienzo de la pre-neurodegeneracién, y a la que se presupone que no
hay ningun tipo de alteracién (Mullen et al, 1976; Landis y Mullen, 1978). Para ello,

utilizamos la siguiente férmula:

( (Ct P10-Ct edad) gen de interés )
(Ct P10—- Ct edad) gen constitutivo

Fold Change 4,4 =

21Del inglés Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase
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Por otro lado, realizamos los analisis comparando genotipos. En este caso comparamos la
expresion de cada gen entre ratones WT y PCD, y lo normalizamos a Gapdh, siendo los

animales WT los sujetos de referencia, utilizando la siguiente férmula:

( (Ct WT— Ct PCD) gen de interés )
Fold Change genotipo = 2 (Ct WT— Ct PCD) gen constitutivo

El uso de estas formulas nos da un valor conocido como fold change, que representa la
medida de cuanto cambia la expresién del gen de interés entre dos muestras. Si el fold
changees igual a 1, significa que no existen diferencias en la expresion del gen de interés
entre ellas; si el fold change es < 1, la expresidn esta disminuida; finalmente, si es > 1, se

encuentra aumentada.
Primersy curvas estandar

Los oligonucledtidos elegidos como cebadores o primers (Tabla 10) fueron disefiados
mediante la herramienta online Universal ProbelLibrary Assay Design Center de Roche
(actualmente no disponible). A continuaciéon, comprobamos el alineamiento vy
especificidad de los primers disefiados, mediante el uso de la herramienta BLAST/BLAT??

de Ensembl (https://www.ensembl.org/index.html). Ademas, verificamos la eficiencia y la

regresion lineal de la reaccién para cada par de primers mediante la realizacién de curvas
estandar con diluciones seriadas de concentraciones conocidas del cDNA (1:10, 3:10,
1:100 y 1:1000). La eleccion de los primers se basé en las caracteristicas optimas de la
curva estandar. Esta debia tener una pendiente de la recta cercana a -3,33, coeficiente de

correlacion R? > 0,99, porcentaje de eficiencia > 99,99%y error < 0,0001.

Gen Primer sentido Primer antisentido

lgf-1 GAAGACGACATGATGTGTATCTTTATC AGCAGCCTTCCAACTCAATTAT

Banf GTGGTGTAAGCCGCAAAGA AACCATAGTAAGGAAAAGGATGGTC
Vegr-A AATGCTTTCTCCGCTCTGAA AAAAACGAAAGCGCAAGAAA
Vegr-B AGGAGGTTCGCCTGTGCT GCTCAACCCAGACACCTGTAG
Gapdh GCCTATGTGGCCTCCAAGGA GTGTTGGGTGCCCCTAGTTG

Tabla 10. Secuencias de los primersutilizados en la técnica qPCR.

En cada andlisis llevamos a cabo controles de especificidad, donde incluimos un control
negativo en el que sustituimos la muestra de cDNA por agua Milli-Q, con el fin de detectar

una posible contaminacion o anillamiento de primers.

22 Del inglés Basic Local Alignment Search Tool

46


https://www.ensembl.org/index.html

ANALISIS PROTEICO

Ademas de estudiar la expresién de RNA mediante qPCR, decidimos analizar la expresién
proteica de los cuatro factores neurotroficos anteriores (IGF-1, BDNF, VEGF-A y VEGF-
B), ya que un aumento en la expresion génica no implica necesariamente un aumento en la
produccion de proteinas. La técnica ELISA se hizo de forma complementaria y como
confirmacién de los datos obtenidos en el estudio génico mediante qPCR, ya que nos
permite conocer de forma cuantitativa la produccién proteica de los genes de interés. Por
ello, Unicamente llevamos a cabo este andlisis a las edades fundamentales de la
neurodegeneracion, P15y P25,y en aquellas en las que observamos cambios de expresion
génica mediante gPCR (P40 para /gf-1y P20 para Vegf-B). Adicionalmente, analizamos la
expresion proteica en el plasma sanguineo a las mismas edades que el andlisis de proteinas

realizado en el tejido cerebeloso.

Preparacion de las muestras y cuantificacion de proteinas

Como se hacomentado anteriormente, el analisis de la expresién proteica mediante ELISA
serealizé sobre lamitad derecha del cerebelo de los mismos ratones usados para el analisis
de la expresion génica mediante qPCR (Figura 7). Por tanto, el proceso de extraccién y
conservacion del tejido es idéntico al mencionado en el apartado Extraccion de muestra en

fresco. A continuacion, llevamos a cabo el homogeneizado de las muestras.

Paraello, las porciones de tejido se lavaron con PBS para eliminar el exceso de sangre, tras
lo que se les anadié la cantidad de PBS necesaria para la realizacion del test —especificado
en el protocolo de cada kit-, y se disgregaron mecanicamente con la ayuda de un pistilo.
Tras ello, se centrifugaron durante 5 minutos a 5.000 r.p.m. a 4 °C y el sobrenadante se

pasé a tubos nuevos.

Por su parte, para los analisis proteicos del plasma sanguineo, recogimos la sangre en
EDTA en el momento del sacrificio de los ratones usados para los analisis moleculares. A
continuacién, centrifugamos la muestra durante 10 minutos a 5000 r.p.m. y recogimos el

sobrenadante.

Una vez preparada la muestra, se llevd a cabo la cuantificacion de la cantidad total de
proteinas mediante el método de Bradford. El reactivo de Bradford (Sigma-Aldrich) toma
un color azul mas o menos intenso en presencia de proteinas. Teniendo en cuenta el

pequeno tamano del tejido cerebeloso disponible, las muestras se diluyeron 1:2 en
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solucién salina, mientras que el plasma sanguineo se diluyé 500 veces en el diluyente

proporcionado en cada kit comercial.

A continuacion, se mezclaron por duplicado 15 pl de cada muestra diluida -plasma o
tejido- con 500 pl de reactivo Bradford. Tras una incubaciéon de 5 minutos, se midié la
absorbancia en el espectrofotémetro SmartSpec™ Plus Spectophotometer (BioRad, CA,
EE. UU.), usando una recta patrén previamente establecida. Finalmente, utilizando las

absorbancias y la recta patrén, se calculé la cantidad de proteina total en mg/ml.

Procedimiento del ensayo

Tras el proceso de cuantificacién de la cantidad de proteina total, llevamos a cabo el
andlisis ELISA propiamente dicho. Los kits usados, IGF-1 (MG100, RyD Systems, MN, EE.
UU.), BDNF (EM0020, FineTest, China), VEGF-A (MMV00, RyD Systems) y VEGF-B
(SEA144Mu, USCN, China), se basan en la técnica sandwich, en los que el antigeno queda
inmovilizado entre dos anticuerpos, uno situado en el fondo del pocilloy otro de deteccién,

que se unen a dos epitopos distintos del antigeno.

Preparamos los reactivos, las diluciones estandar, el control y las muestras siguiendo el
protocolo de fabricacion correspondiente. Todas las muestras se analizaron por duplicado
y las absorbancias se midieron usando un lector de microplacas (LT-4000, Euroclone, Pero,

Italy).

Interpretacion de los resultados

Los datos obtenidos en el lector de microplacas se usaron para calcular los resultados. En
primer lugar, hicimos la media de la densidad 6ptica de los duplicados obtenidos de las
diluciones estandar, que nos permitieron crear la recta patrén, y corregimos los datos

restando la densidad 6ptica del valor “cero” a todas las medias.

Con estos datos, creamos la recta patron usando el programa GraphPad Prism version
9.0.2 para Windows (GraphPad, CA, EE. UU.). Con la recta patron creada, y mediante el uso
del programa GraphPad, inferimos los resultados obtenidos de |la densidad 6ptica de las

muestras de interés a valores de pg/ml.

Este valor se multiplicé por el volumen de diluyente afadido inicialmente a la muestra,
obteniendo la cantidad de proteina de cada factor neurotréfico en pg. A continuacion,
dividimos los pg de cada factor entre los mg de proteina total, obteniendo el valor final (pg

/ mg total) que utilizamos para la interpretacion de los datos.
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TERAPIA CON FACTORES NEUROTROFICOS

Para la terapia con factores neurotréficos se administraron las proteinas recombinantes
humanas rhIiGF-1 (Cat: 100-11, Peprotech, NJ, EE. UU.) o rhVEGF-B (Cat: 100-20B,
Peprotech), puesto que fueron estos los factores que mostraron variacion en los ratones

PCD.

Durante las udltimas décadas, numerosos estudios han evaluado las propiedades
terapéuticas de rhIGF-1 sobre diversas patologias, entre las que destacan las
enfermedades neurodegenerativas. Por ello, para elegir la pauta de administracién nos
basamos en estudios previos; en todos ellos el rhiIGF-1 se administré de manera
continuada durante largos periodos de tiempo (Castro et al, 2014; Puche et al, 2016; Song
et al, 2018), entre otros). Por lo tanto, teniendo en cuenta las alteraciones observadas en
cuanto a la expresién génica y proteica de IGF-1 a lo largo del tiempo, y el proceso

degenerativo del ratén PCD, el rhIGF-1 se administré diariamente desde P20 a P30.

Por el contrario, el tratamiento con rhVEGF-B es menos usado y no hay suficiente
informacién al respecto. En la mayoria de los estudios consultados, se usé este factor
neurotrofico para tratar patologias retinianas mediante inyeccién intravitreal o infusidn

directa en el cerebro ( Yue et al, 2014; Huang et al, 2016).

En el caso de la administracién intravitreal, la pauta se espacié en el tiempo, normalmente
cada 5 dias (Huang et al, 2016; Arjunan et al, 2018). En este caso, puesto que las
alteraciones génicas y proteicas de VEGF-B observadas en el ratén PCD comenzaron a
P15, decidimos administrar el rhVEGF-B entre P10y P20.

Por otro lado, teniendo en cuenta el proceso neurodegenerativo del PCD -que ocurre de
manerarapiday agresiva-, decidimos administrarlo cada dos dias. Adicionalmente, tras las
mejoras observadas con el tratamiento anterior (ver Resultados), decidimos administrar
rhVEGF-B diariamente -de forma similar al tratamiento con rhlGF-1-, en las mismas

edades descritas para este factor neurotrofico, desde P10 a P20.

Ademas, tratamos a un grupo de animales Gnicamente con NaCl 0,9 % (p/v) para descartar
los posibles efectos de la administracion intraperitoneal continuada, debidos al estrés

ocasionado por lainmovilizacién o el dafio de la aguja, entre otros (Morton et a/, 2001).
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Parala preparacion de las proteinas recombinantes de IGF-1y VEGF-B, los compuestos se
centrifugaron y se reconstituyeron con agua Elix a una dilucién de 0,5 mg/ml. Para
almacenarlos a largo plazo, los diluimos en un tampdn que contenia 0,1% (p/v) de albiimina
sérica bovina (BSA?3; Sigma-Aldrich) y lo guardamos en alicuotas a -20 °C. El dia de la
administracién, ambos farmacos se prepararon en fresco, evitando asi la degradacién de
los compuestos. Cada farmaco se diluyé en NaCl 0,9 % (p/v) hasta llegar a la concentracion
de uso, que fue de 25 pg/ml para rhiGF-1 y 1,5 pg/ml para rhVEGF-B, basandonos en
estudios previos (Castro et al, 2014; Yue et al, 2014), y en la dosis efectiva recomendada
(Prepotech). Ambas sustancias se administraron por via intraperitoneal con una jeringa de
insulina (0,5 ml, 30G x 8mm; Becton Dickinson, NJ, EE. UU.) en un volumen de 10 pl/g del
peso del animal, como se ha descrito anteriormente (Munoz-Castafeda et al, 2018; Pérez-

Martin, 2022).

Todos los animales tratados recibieron su pauta correspondiente por la mafnana entre las
9y las 12 a.m., y se monitorizd su peso corporal durante el tiempo que se extendieron los

procedimientos experimentales.

ANALISIS DEL COMPORTAMIENTO MOTOR, COGNITIVO Y SOCIAL

Para comprobar la existencia de una posible mejora en las funciones motoras, cognitivas y
sociales del raton mutante PCD tras los diferentes tratamientos administrados, llevamos
a cabo una bateria de pruebas de comportamiento relacionadas con estas funciones
cerebelosas. Los andlisis se realizaron a diferentes edades en funcién del tratamiento
usado: en el caso de rhIGF-1, puesto que el tratamiento comenzé a P20, se llevaron a cabo

las pruebas de comportamiento a P25y P30.

Por su parte, en los ratones tratados con rhVEGF-B las pruebas se realizarona P17,P25y
P30, ya que el tratamiento comenzd a P10, y estudios previos de nuestro grupo mostraron
alteraciones en las tareas motoras, cognitivas y sociales en los ratones PCD a partir de P17
(Munoz-Castafeda et al, 2018; Pérez-Martin et al, 2021). Todas las pruebas se realizaron
en el mismo orden entre las 9 a. m. y las 2 p. m. con un minimo de 10 minutos de descanso
entre cada una de ellas, y fueron grabadas con una cadmara digital de video, para su
posterior andlisis usando el software AnyMaze (Stoelting Co., IL, EE. UU). Todos los
aparatos y objetos utilizados se lavaron con etanol al 70% (v/v) antes y después de cada

animal y sesién para minimizar la posible influencia de olores.

28 Del inglés Bovine Serum Albumin
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Analisis de la memoria de reconocimiento

La prueba de reconocimiento de objetos novedosos o NOR (ver /ntroduccion) se usa para
analizar la memoria de reconocimiento en roedores (Ennaceur, 2010; Ennaceur y
Delacour, 1988; Muioz-Castafieda et al, 2018). Esta prueba se llevo a cabo en jaulas
estandarizadas de mantenimiento Sealsafe modelo 1285L cubiertas con viruta Safe Selet
Fine (Safe Bedding, Rosenberg, Alemania), similares a las usadas para el mantenimiento de
la colonia. A cada animal se le asigné una jaula, y esta individualizacién se mantuvo en el
tiempo, evitando asi la influencia de nuevos olores y el estrés ocasionado por el cambio de
ambiente. Un dia antes del comienzo de las pruebas de comportamiento llevamos a cabo
una habituacién a las jaulas durante 10 minutos. A continuacién, colocamos dos objetos
idénticos en esquinas opuestas de la diagonal de la jaula, introdujimos al animal y le
dejamos explorar durante 10 minutos (Figura 9 A). Este objeto sera lo que llamaremos

objeto familiar.

El dia de las pruebas, colocamos al animal en su jaula correspondiente y le dejamos 10
minutos de habituacién. A continuacién, colocamos los dos objetos familiares en esquinas
opuestas de la jaula -similar a lo explicado anteriormente- y le dejamos explorar durante
10 minutos. Tras la adaptacién al objeto familiar, cambiamos uno de estos objetos por un
objeto diferente, denominado objeto novedoso, que no habia sido previamente
presentado (Figura 9 B). Colocamos al animal en el centro de la jaula para dar comienzo a
la prueba, que consistié en la exploracién libre de ambos objetos por parte del animal
durante 10 minutos, considerandose exploracién efectiva cuando el ratén se sitdia a una
distancia menor de 2 cm de cada objeto -variables programadas en el software de andlisis
AnyMaze-. Todos los objetos son de plastico de igual tamafo y textura, pero con
diferentes formasy colores. En cada edad de andlisis, cambiamos la posicién de los objetos
en esquinas opuestas con el objetivo de evitar la influencia de la memoria espacial

(Ennaceur, 2010; Ennaceur y Delacour, 1988).

Con esta prueba obtenemos dos tipos de medidas. En primer lugar, el porcentaje de tiempo
de exploracion del objeto novedoso (TN) y del familiar (TF). De manera general, los
roedores, debido a su caracter explorador, tienden a pasar un mayor porcentaje de tiempo

explorando el objeto desconocido.
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Se ha descrito la presencia de una afectacion en la memoria de reconocimiento cuando se
observa un mayor tiempo explorando el objeto familiar, pudiendo ser este igual o incluso
superior al tiempo de exploracion del objeto novedoso (Ennaceur y Delacour, 1988;
Antunes y Biala, 2012). Los porcentajes de tiempos de exploracién fueron calculados con

las siguientes formulas (descrito anteriormente en Pérez-Martin, 2022):
% Tn=Tn/(Tn+ TF) % Tr=Tr/(Tn+TF)

En segundo lugar, obtenemos el indice de discriminacion (DI?*), que representa la
capacidad de discriminacion entre ambos objetos. Puede variar entre +1 y -1 en funcién
del tiempo de exploracién. Los valores positivos (DI > 0) indican que el animal pasa mas
tiempo explorando el objeto novedoso, por tanto, es capaz de discriminar ambos objetos.
Por el contrario, los valores neutros o negativos (DI < 0) indican ausencia de
discriminacion, por lo que encontramos una memoria de reconocimiento afectada. El Dl se

calcula de la siguiente forma (descrito anteriormente en Pérez-Martin, 2021):

DI= (Tn-Te)/(Tn+Tr)

Figura 9. Representacion grafica de la prueba de reconocimiento de objetos novedosos. Antes del comienzo
de la prueba se deja que el animal explore los objetos durante 10 minutos (A), siendo este el objeto familiar
(azul). A continuacion, cambiamos uno de los objetos familiares por uno nuevo y comienza la prueba (B).

24 Del inglés Discrimination Index
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Andlisis de preferencia social

Para el analisis del comportamiento social usamos la prueba de preferencia social, que nos
permite evaluar en roedores la preferencia por la interaccién con un congénere

comparandola con la interaccidn con un objeto inanimado (Moy et al,, 2004).

Esta prueba se llevé a cabo en una caja de plexiglas blanca (50 x 29 cm) dividida en tres
compartimentos de igual tamano (29 x 16,67 cm) comunicados entre si (Figura 10). Antes
delarealizacién de la prueba, llevamos a cabo un periodo de adaptaciéon en el que el animal
explora libremente la caja durante 10 minutos (Figura 10 A). Tras este periodo, el animal
objeto de estudio se retiray se coloca otro ratén -de edad y sexo similar al que se le esta
realizando la prueba- en uno de los compartimentos, y un objeto similar a los utilizados en
la prueba NOR en el compartimento lateral opuesto (Figura 10 B). Tanto el animal como el
objeto se encuentran cubiertos con un recipiente que permite la interaccion social y
olfativa, pero evita la interaccién fisica directa. Para la realizacion de la prueba, colocamos
de nuevo al animal a analizar en el compartimento central y le dejamos explorar durante
10 minutos. De forma similar a la prueba anterior, en los diferentes dias en los que se
realizo la prueba, se contrabalanced la posicion del estimulo social (el animal) y no social

(el objeto) para evitar la influencia de la memoria espacial (Moy et a/, 2004).

De forma andloga a lo descrito anteriormente, esta prueba nos da informacién acerca de
dos medidas. En primer lugar, obtenemos el porcentaje de tiempo de exploracién en el
compartimento donde se encuentra el animal, es decir, el estimulo social (Ta), y el
porcentaje de tiempo explorando el compartimento que contiene el objeto, el estimulo no

social (To).

Puesto que los ratones son animales sociales, en animales WT cabe esperar un mayor
porcentaje de tiempo explorando el compartimento que contiene el ratén, comparado con
el porcentaje de tiempo explorando el compartimento contrario. Por tanto, para aquellos
ratones en los que el porcentaje de interaccion con el estimulo no social es mayor o igual al
porcentaje de tiempo de interaccién con el estimulo social, se puede considerar un déficit
en el comportamiento social (Pérez-Martin et a/, 2021). El porcentaje de interaccion se

calcula mediante el uso de las siguientes férmulas:

% Ta=Ta/(Ta+ To) % To=To/(Ta+ To)
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Por otro lado, esta prueba nos da informacion acerca del indice de sociabilidad (S12°;
(Pérez-Martin et al, 2021), que nos informa sobre la preferencia social de los ratones
analizados. Puede variar entre +1y -1, de forma que los valores positivos (S| > 0) indican
una preferencia por la interaccion social, los valores préximos a O indican la no preferencia
por ninguna de las opciones, y los valores negativos (S| < 0), nos informan acerca de la
evitacion por la interaccién social. Este indice se calcula mediante la siguiente féormula
(Pérez-Martin et al, 2021):

Sl=(Ta-To)/(Ta+ To)

50cm B

> &

16,67 cm
vt m ™ m

Figura 10. Representacién grafica de la prueba de comportamiento social. Antes de la realizacion de la prueba,
se somete a los animales a la adaptacion al entorno durante 10 min (A), tras lo que comienza la prueba (B).

Andlisis del comportamiento motor

El test Rotarodo la prueba de la varilla giratoria es un método estandarizado que permite
medir la habilidad motora de los ratones (Schénfeld et a/, 2017; Mufoz-Castafieda et al,
2018; Pérez-Martin et al, 2021). Para ello usamos el sistema Rotarod LE§200 (Panlab,
Barcelona, Espana) que consiste en una varilla giratoria de 3,5 cm de didmetro dispuesta
horizontalmente y con discos separadores que permiten colocar varios ratones a la vez sin
gue se produzca unainteraccion entre ellos (Figura 11). La varilla gira a una velocidad de 4
r.p.m., que va aumentando hasta llegar a 40 r.p.m. en 10 minutos, es decir, gira con una

aceleracién de 3,6 r.p.m./min (0,06 r.p.m./s).

25 Del inglés Sociability Index
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Una vez los ratones estan colocados, la prueba comienza y éstos deben desplazarse en
sentido opuesto al giro de la varilla para evitar caerse. Cuando el ratén cae, acciona la
plataforma basculante individual que se
encuentra en la base del dispositivo. Asi se
detiene el crondmetro para cada animal,
informando sobre la velocidad maxima de
rotacién y el tiempo de latencia, es decir, el

tiempo que tardé en caerse el ratéon de la varilla.

La prueba de Rotarod se realizd 7 veces a cada

animal para cada edad de analisis, dejando

intervalos de descanso de 20 minutos entre [ - - |
;L ey K

cada intento. Tras ello, se calculdé la media de

estos siete valores de latencia a la caida por Figura 11. Representacién grifica de la prueba

. . Rotarod.
cada animal y edad analizados.

ANALISIS HISTOLOGICO

Obtenciény preparacion del tejido: sacrificio y diseccion

El analisis histoldgico se realizé a diferentes edades y con diferentes técnicas dependiendo
del experimento y objetivo del andlisis, tal y como se ha descrito en el apartado de Diserio
experimental general. En este apartado explicaremos el procedimiento seguido, segln los
analisis llevados a cabo: analisis neuronal, analisis del musculo esquelético y andlisis
mitocondrial. Para una mejor comprensién de los métodos, explicaremos de manera

conjunta aquellos en los que el procedimiento fue similar.

Para el analisis neuronal tras el tratamiento con factores neurotréficos (rhIGF-1, rhVEGF-
B o NaCl 0,9 %), los animales utilizados se sacrificaron a P30, edad en la que la
degeneracioén cerebelosa afecta de una manera pronunciada a todos los |6bulos del vermis
excepto al [6bulo X (Landis y Mullen, 1978; Wang y Morgan, 2007); Hernandez-Pérez et
al, 2023). Ademas, debido a que en el tratamiento con rhVEGF-B observamos un notable
efecto neuroprotector a P30 (ver Resultados), ampliamos las edades de analisis a P25,
edad a la que se analizé tanto la viabilidad neuronal como la apoptosis en un nuevo grupo

experimental.
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El analisis del tejido muscular tras el tratamiento con factores neurotroéficos se realizé a
P30 en ratones WT, PCD y PCD tratados con rhVEGFB. Se trata de uno de los andlisis del

estudio avanzado de la neuroproteccion ejercida por este factor neurotréfico.

El sacrificio de los ratones -usados tanto para el analisis neuronal como muscular- se
realizé mediante exanguinacidon previa anestesia por inyeccién intraperitoneal de hidrato
de cloral al 5 % (p/v; Sigma-Aldrich) en un volumen de 10 pl/g (peso del animal). El efecto
anestésico se comprobd mediante la ausencia del reflejo podal y de comprensién de la cola.
Una vez anestesiados los animales, se administraron 10 ul de heparina sédica (1.000 U/ml;
Sigma-Aldrich) a cada ratén por via intraadrtica a través del ventriculo izquierdo del
corazon. Seguidamente, los ratones se perfundieron via intracardiaca con una solucién de
lavado compuesta por NaCl 0,9 % (p/v), seguido del fijador de Somogyi -modificado sin
glurataldehido-, compuesto por paraformaldehido al 4 % (p/v; Panreac) y acido picrico
saturado al 15 % (v/v; Panreac) en tampdn fosfato 0,1 M, pH 7,4 (PB), durante 15 minutos.
La perfusion se realizé con una bomba peristaltica Minipuls 3 M312 (Gilson, WI, EE. UU.)

con un flujo constante en funcién del peso del animal.

A continuacién, se extrajo el encéfalo completo y una biopsia del musculo esquelético de
la pata trasera (cuadriceps femoral) de cada animal. El encéfalo se dividio en tres bloques
(rostral, medial y caudal) que se mantuvieron junto con el tejido muscular en postfijacion
en la misma solucién fijadora durante 2 horas, en agitacion y temperatura ambiente. A
continuacién, el tejido recogido se lavé con PB para eliminar el exceso de fijador y se
crioprotegié sumergiéndolo en una solucion de sacarosa al 30 % (p/v; Panreac) en PB,
manteniéndolo en agitacién a 4 °C hasta que las muestras se hundieron completamente.
Por ultimo, tanto los bloques del encéfalo como el musculo se congelaron con nitrégeno

liquido y se conservaron a -80 °C hasta el momento de su uso.

Posteriormente, llevamos a cabo el seccionamiento del tejido. Los bloques de cerebelo se
cortaron en secciones parasagitales de 30 ym de grosor con un microtomo de
deslizamiento modelo Jung SM 2000 (Leica Instruments, Wetzlar, Alemania) con una
unidad de congelacion acoplada (Frigomobil, Leica Instruments), a una temperatura entre
-22y-10°C.

Las secciones se recogieron de forma seriada en placas multipocillo 6x4 (VWR
International, OH, EE. UU.) que contenian PB. A continuacién, se realizaron lavados en PB
(3 x 10 min) para eliminar los restos de fijador y sacarosa de las secciones, las cuales se
almacenaron a-20 °C sumergidas en una mezcla congeladora compuesta por glicerol al 30
% (v/v; VWR Chemicals) y polietilenglicol al 30 % (v/v; VWR Chemicals) en PB hasta su uso.

56



Para el seccionamiento del musculo, el tejido se encastré en OCT (Tissue-Tek, Sakura, CA,

EE. UU.) usando moldes de plastico y se congelé con nitrégeno liquido.

A continuacién, los moldes de plastico se eliminaron y el bloque con el tejido se seccioné
con un criostato modelo Microm HM 560 (Thermo Scientific, MA, Estados Unidos)
obteniendo secciones de 8 um de grosor, con orientacion longitudinal y transversal al eje
mayor del musculo. Posteriormente el tejido se guardd a -20 °C hasta el momento de la

tincion con hematoxilina y eosina (ver mas adelante).

Por otro lado, para el andlisis de la calidad mitocondrial, usamos un nuevo grupo de
animales WT y PCD que se sacrificaron a tres edades distintas: P10, P15y P25. El objetivo
fue analizar la disfuncién mitocondrial en relaciéon con el proceso neurodegenerativo de
las células de Purkinje, desde P10, momento en el que no hay ningln signo pre- o
degenerativo, hasta P25, cuando observamos una degeneracién notable. Por otro lado,
para analizar la existencia de una mejora en la calidad mitocondrial tras el tratamiento con

rhVEGF-B, usamos un nuevo grupo de animales PCD tratados, que analizamos a P25.

Eneste caso, el sacrificio de los animales fue similar al anterior, pero el fijador usado estaba
compuesto Unicamente por paraformaldehido al 4 % (p/v; Panreac) en PB a pH 7,4. De
manera similar, se extrajo el encéfalo completo de cada animal y se dividié en tres bloques
mediante cortes coronales; éstos se mantuvieron en postfijacion durante 2 horas y se
lavaron con PB (3 x 10 min). Sin embargo, en este caso, los bloques no se crioprotegieron,

sino que se conservaron en PB con azida sodica (Panreac) al 5% (p/v) hasta su uso.

Los andlisis posteriores se realizaron en colaboracion con la Universidad de Colonia. El
seccionamiento del tejido se realizé usando un vibratomo Leica VT1000S (Leica

Instruments).

Para ello, embebimos los bloques de tejido en agarosa al 5 % (p/v; Sigma-Aldrich) en agua
Elix. Una vez solidificada, cortamos los bordes sobrantes del bloque, lo pegamos al
vibratomo y seccionamos el tejido obteniendo secciones de 50 um en placas multipocillo

con PBS.

A continuacién, se realizaron lavados en PBS (3 x 10 min) para eliminar los restos de fijador
y agarosa de las secciones, que se almacenaron a -20 °C sumergidas en una mezcla
congeladora compuesta por glicerol al 30 % (v/v; VWR Chemicals) y polietilenglicol al 30
% (v/v; VWR Chemicals) en PB hasta su uso.
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Inmunofluorescencia indirecta

Usamos la técnica de inmunofluorescencia indirecta para la detecciény caracterizacién de
diferentes tipos neuronales, basdndonos en la expresién de epitopos antigénicos

caracteristicos.

En primer lugar, las secciones se lavaron en PBS (3 x 10 min) para retirar los restos del
medio de almacenamiento. El procedimiento posterior fue diferente dependiendo del
andlisis realizado. Comenzando con el andlisis de la viabilidad de las células de Purkinje
tras el tratamiento con factores neurotroficos, las secciones se incubaron en agitacion
constante con el antisuero primario, que contenia el anticuerpo primario anti-calbindina
D28k de raton a una concentracion de 1:2 000 (Swant, Burgdorf, Suiza) diluidos en PBS
con suero normal de burro al 5% (v/v; Cultek, Madrid, Espafia) y Triton X-100 al 0,2 % (v/v)
durante 72 horas a 4 °C. A continuacion, las secciones se lavaron en PBS (3 x 10 min) y se
incubaron en agitacion durante una horay media a temperatura ambiente y oscuridad con
el antisuero secundario, que contenia el anticuerpo secundario anti-IgG de ratéon Cy3
producido en burro (Jackson Immunoresearch, PA, EE. UU.) diluido en PBS a una
concentracién de 1:500. Diez minutos antes del fin de la incubacion con el antisuero
secundario, se afadio 4’, 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI; Sigma-Aldrich) a una dilucién de
1:10 000 para contrateiir los nucleos celulares. Una vez terminada la incubacion, las
secciones se lavaron de nuevo (3 x 10 min), se montaron sobre portaobjetos gelatinizados
y se cubrieron usando un medio antidesvanecimiento que contenia glicerol al 70 % (v/v;
VWR Chemicals), n-propil-galato al 5 % (p/v; Sigma-Aldrich), glicina al 0,42 % (v/v; VWR
Chemicals) y azida sodica al 0,03 % (p/v).

En el caso del analisis mitocondrial, el procedimiento fue diferente. Tras el lavado de las
secciones con PBS (3 x 10 min), se realizd una recuperacion antigénica previa durante 30
minutos a 80 °C, con el tampdn Tris-EDTA, que contenia tampdn Tris 10 mM, EDTA
(Sigma-Aldrich) 1 mMy Tween-20 0,05 % (v/v; Sigma-Aldrich) diluido en agua destilada, a
pH 9. A continuacion, llevamos a cabo una incubacion con BSA 3 % (p/v; Sigma-Aldrich) en

PBS para evitar la unién inespecifica de los anticuerpos.

Tras ello, afladimos los anticuerpos primarios correspondientes (Tabla 11) diluidos en BSA
3 % (p/v) y los dejamos incubar toda la noche a 4 °C. Al dia siguiente, las secciones se
lavaron con BSA 3 % (p/v; 3 x 10 min) y se incubaron con el antisuero secundario,
compuesto por los anticuerpos secundarios correspondientes (Tabla 11) diluidos en BSA
3 % (p/v) a una concentracion de 1:500 durante 2 horas a temperatura ambiente y

oscuridad.
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A continuacion, las secciones se lavaron con PBS (3 x 10 min) y se incubaron con DAPI
diluido en PBS durante 2-3 minutos a temperatura ambiente y oscuridad a una
concentracion 1:5 000 (v/v). Tras lavar las secciones de nuevo con PBS (3 x 10 min), se
montaron sobre portaobjetos y se cubrieron usando el medio Aqua-Poly/Mount

(Polyscience Inc., Hirschberg an der Bergstrasse, Alemania).

Anticuerpos Especie Dilucién Casa comercial
Calbindina D28k Cobaya 1:500 Synaptic Systems
g g PDH E1 subunidad a Raton 1:150 Abcam
g é PC Conejo 1:200 Sigma-Aldrich
g & SHMT2 Conejo 1:200 Sigma-Aldrich
MTCO1 Ratén 1:200 Sigma-Aldrich
Alexa 488 Ratén 1:500 Abcam
§ § Alexa 488 Conejo 1:500 Abcam
g 3 Alexa 546 Conejo 1:500 Abcam
E 2 Alexa 594 Conejo 1:500 Abcam
Alexa 647 Cobaya 1:500 Synaptic systems

Tabla 11. Anticuerpos primarios y secundarios usados para analizar la calidad mitocondrial mediante el uso de
la técnica de inmunofluorescencia indirecta. PDH, del inglés Pyruvate dehydrogenase E1 alpha subunit; PC,
del inglés Pyruvate Carboxylase, Shmt2, del inglés Serine hydroxymethyltransferase 2 MTCO1, del inglés
Mitochondrially Encoded Cytochrome C Oxidase /.

Para todos los andlisis histolégicos se eligieron secciones de vermis similares, en las que

pudiéramos observar todos los I6bulos cerebelosos en su mayor tamano.

Ademas, se llevaron a cabo diferentes controles con el fin de comprobar la especificidad

de los anticuerpos empleados. Dichos controles fueron los siguientes:

- Omisién de los anticuerpos primarios, para detectar uniones inespecificas.

- Omisién de los anticuerpos secundarios conjugados con fluorocromos, para
comprobar si existe fluorescencia inespecifica o autofluorescencia del tejido.

- Enlas dobles inmunofluorescencias, se incubaron las secciones omitiendo uno
de los anticuerpos primarios y se anadié el anticuerpo secundario del primario
omitido, para detectar posibles reacciones cruzadas. Repetimos el mismo

procedimiento con el otro anticuerpo primario.

En ningln caso observamos marcaje inespecifico o falsos positivos, por lo tanto, pudimos

validar las técnicas utilizadas.
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Hematoxilina-eosina

Para el analisis del musculo esquelético usamos la tincidon con hematoxilina y eosina. Esta
tincion permite identificar diferentes tipos de células y tejidos ya que la hematoxilina tifie
de violeta azulado intenso las estructuras acidas -principalmente los acidos nucleicos
presentes en los nlcleos celulares-, mientras que la eosina es un colorante acido que tife

de rosa estructuras proteicas basicas contenidas en el citoplasma.

En primer lugar, las secciones se rehidrataron con diferentes concentraciones de etanol en
sentido decreciente (100°-50°) hasta terminar con un lavado usando agua destilada. Tras
estos lavados, se tifieron con una solucion de uso de hematoxilina (Panreac) durante 5-10
minutos y se lavaron con agua destilada. A continuacion, se aiadio el colorante acido
eosina (Panreac) durante 2 minutos y el tejido se volvid a deshidratar usando
concentraciones crecientes de etanol, hasta llegar a etanol absoluto y xileno. Finalmente,
las secciones se montaron usando Entellan (Merck, Darmstadt, Alemania) y un

cubreobjetos para su posterior analisis.

Técnica TUNEL

La técnica TUNEL? se utiliza para detectar células en apoptosis. Este método se basa en el
marcaje de los extremos 3’-OH libres que se generan en el DNA por accion de
endonucleasas durante el proceso de muerte celular programada (Gavrieli et al, 1992).
Para ello, se emplea la transferasa terminal, una enzima que se une especificamente a los
extremos 3’-OH libres y que afiade desoxinucleétidos al azar. En esta técnica se utilizan
nucleétidos dUTP biotinilados, que se pueden detectar con moléculas que se unen a la

biotina, como la estreptavidina que usamos en nuestros experimentos (Figura 12).

En primer lugar, las secciones se lavaron con PBS (3 x 10 min) y se fijaron con etanol:acido
acético 2:1 (v/v) durante 5 minutos. Lavamos las muestras con PBS (3x 10 min) y se llevd a
cabo la permeabilizacion del tejido con Triton X-100 0,2% (v/v) y citrato sédico 0,1% (p/v)
en agua Elix durante 15 minutos. Las secciones se lavaron en PBS (2 x 5 min) y se incubaron
en tampon TUNEL durante 30 minutos. A continuacion, afiadimos la transferasa terminal
(2 pl/ml; Roche, Basilea, Suiza) y dUTP-biotinilado (1 pl/ml; Roche) en tampén TUNEL
durante 1 horay mediaa 37 °C.

26 Del inglés Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP-biotin Nick End-Labeling
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La reaccion se paré con tampon citrato sédico salino (2 x 10 min), y las secciones se lavaron
en PBS (3 x 10 min). Después, las secciones se incubaron con estreptavidina conjugada con
Cy2 (1:200; Jackson ImmunoResearch Laboratories) diluida en PBS y los nucleos se
contratifieron con DAPI. Finalmente, las secciones se lavaron con PBS (3 x 10 min), se
montaron sobre portaobjetos gelatinizados y se cubrieron usando un medio

antidesvanecimiento, tal y como se ha descrito en el apartado /nmunofiuorescencia

indirecta.
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Figura 12. Descripcién grafica de la técnica TUNEL. La transferasa terminal (TdT) se une a los extremos 3’-OH
libres del DNA fragmentado. Esta enzima afade nucleétidos dUTP biotinilados, a los que se une la
estreptavidina para su deteccion.

Visualizacion al microscopio y analisis de imagen

Paratodos los analisis histoldgicos cuantitativos se emplearon cuatro secciones de vermis
cerebeloso por animal, y se realizé la media entre estas cuatro secciones, obteniéndose asi

datos menos variables.

Para el estudio del efecto neuroprotector de los diferentes tratamientos farmacolégicos -
analisis de supervivencia neuronal y apoptosis-, las secciones se observaron con un
microscopio de epifluorescencia Olympus Provis AX70 acoplado a una camara digital
Olympus DP70 (Olympus, Tokio, Japdn) y se hizo un recuento manual de las células de
Purkinje positivas a calbindina. En el caso del analisis de células apoptéticas mediante
TUNEL, unicamente se contaron aquellas células positivas presentes en la capa de células

de Purkinje.
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A continuacién, se midié la longitud de la capa de las células de Purkinje usando el
programa Neurolucida (MBF Bioscience, VT, EE. UU), y se calculé la densidad lineal (bien
de células de Purkinje, bien de células en apoptosis). De manera general, todos los
recuentos celulares se realizaron teniendo en cuenta el vermis cerebeloso completo
(I6bulos | al X), o de forma separada, analizando los Iébulos I-1X en conjunto, y el [6bulo X

aparte, dada su mayor resistencia a la neurodegeneracién (Hernandez-Pérez et al, 2023).

El andlisis del tejido muscular se realizé tanto longitudinal como transversalmente usando
el cuadriceps femoral. Para su analisis, tomamos fotos de las fibras musculares de cada
seccion a 20x (Figura 13) y las analizamos posteriormente mediante el uso de una macro
semiautomatica del Software ImageJ creada por el Dr. Jorge Valero, miembro de nuestro
grupo de investigacion. Para ello, tras calibrar la imagen, comenzamos separando los
colores mediante la opcién color deconvolution. A continuacién, analizamos y creamos las
distintas regiones de interés (ROI?7) segmentando los elementos dependiendo del tamarfio
de lafibra.

”

* A% V%

Figura 13. Representacién del andlisis realizado en el musculo esquelético. (A-C) Andlisis del musculo
esquelético cortado longitudinalmente (A), en el que analizamos la longitud maxima (B) y minima (C) de la
fibra muscular. (D, E) Andlisis del muisculo esquelético cortado transversalmente (D), en el que se analiza el
area transversal media de las fibras (E). Barra de escala 50 um.

27 Del inglés Region Of Interest
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En el andlisis longitudinal (Figura 13 A-C), el programa convierte cada fibra muscular en
una elipse, y nos da informacion acerca del eje mayor (Figura 13 B) y menor (Figura 13 C)
de la elipse, es decir, de la longitud y anchura estimadas de cada fibra muscular,
respectivamente. Para andlisis del musculo en corte transversal (Figura 13 D), analizamos
el drea transversal media de cada fibra, mediante un analisis informatico similar (Figura 13
E).

El analisis de la calidad mitocondrial mediante inmunofluorescencia se llevé a cabo usando
el microscopio Confocal Stellaris 5 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania). Para ello, se
tomaron de media diez fotos de las células de Purkinje de cada seccion de vermis a 63x. El
analisis se realizé atendiendo a la densidad integrada, un valor que engloba la intensidad
de cada marcador y el area celular que ocupa, todo ello relativizado al area del soma de la

célula de Purkinje (determinado con inmunofluorescencia para calbindina; Figura 14).

Este andlisis se realizd6 de manera semiautomatica usando la macro de Image)
Thresholderer creada por el Prof. Jorge Valero (Perez-Boyero et al, 2023;

https://github.com/Jorvalgl/Thresholderer). Para ello, analizamos de forma general todas

las medidas de intensidad posibles seglin el umbral de exposicién o threshold de cada
imagen (entre O, o nula exposicién, y 255 o saturacién total). A continuacion, para un
analisis mas preciso, de esa curva general, elegimos un thresho/drepresentativo para cada
marcador, de manera que definiese una intensidad del marcaje resultante nitida, pero sin

llegar ala saturacion.
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https://github.com/Jorvalgl/Thresholderer

Figura 14. Anilisis de los diferentes marcadores mitocondriales mediante el uso de la macro Thresholderer de
ImagelJ. La densidad integrada es un parametro que analiza la intensidad del marcador y el drea que ocupa (en
magenta), y relativiza todo ello al drea total del soma neuronal (en gris). Barra de escala 10 um y 3 pym
(ampliacion).

ANALISIS ESTADISTICOS

De manera general, debido al tamaino de |la muestra, todos los andlisis realizados fueron no
paramétricos, utilizando las pruebas U de Mann-Whitney o Kruskall-Wallis, en funcién del
ndimero de grupos experimentales. Sin embargo, para realizar el andlisis estadistico de la
prueba Rotarodse empled el test ANOVA de una via con medidas repetidas, con el fin de
conocer la interaccién entre las variables analizadas, ya que puede existir influencia en la
realizacion de la prueba debido al aprendizaje. En todos los casos, el nivel de significacion

estadistica minima se establecié en p< 0,05.

Debido a la variedad de pruebas estadisticas empleadas, en cada seccidn de resultados se
indicara el andlisis especifico utilizado. Todos los datos estan representados como la media
+ el error estandar de la media (ESM). Todos los analisis estadisticos se realizaron con el
programa estadistico SPSS version 28 para Windows (IBM, NY, EE. UU.).
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RESULTADOS






El propésito general de la presente Tesis Doctoral es la busqueda de nuevos farmacos que
eviten o frenen la muerte neuronal del raton mutante PCD. Para ello, en primer lugar,
realizamos un screening en el que analizamos la expresion génica y proteica de factores
neurotroéficos. El resultado de este estudio nos permitié disefar un tratamiento
farmacoldgico conlas proteinas recombinantes humanas de los factores neurotréficos que
se encuentran alterados en el raton mutante PCD. Por tanto, el apartado de Resu/tadosse
divide en (1) La busqueda de factores neurotroficos con efecto terapéutico, (2) Efecto del
tratamiento con rhIGF-1, (2) Andlisis del tratamiento con rhVEGF-B administrado cada
dos dias, (3) Efecto del tratamiento con rhVEGF-B administrado diariamente y (4) Analisis

avanzado del efecto neuroprotector de rhVEGF-B.

BUSQUEDA DE NUEVAS MOLECULAS CON EFECTO TERAPEUTICO

Cambios en la expresion génica de factores neurotroéficos

Para la busqueda de nuevas sustancias con capacidad terapéutica en nuestro modelo,
decidimos enfocar este trabajo en el analisis de varios factores neurotréficos en el
cerebelo de ratones WT y PCD. Para ello, evaluamos la expresién génica de /gf-1, Bdnf,
Vegf-Ay Vegf-Balo largo de todo el proceso neurodegenerativo del ratén mutante PCD:
P10, P15,P20, P25, P30y P40. Como se ha explicado en el apartado Andlisis molecularde
la seccion de Material y Métodos, el estudio de la expresidn génica de estos factores
neurotroficos nos permitioé realizar dos tipos de andlisis: por un lado, consideramos la
variacion de dicha expresiéon a lo largo del tiempo, estudiando cada genotipo
independientemente; por otro lado, evaluamos los cambios de expresion comparando los
dos genotipos a cada una de las edades mencionadas anteriormente. Conviene recordar
que para cada andlisis de qPCR es necesario establecer un grupo de valores como
referente con el que comparar el resto. Para la comparaciéon de edades dentro de cada
genotipo, se eligio P10; en los casos de comparaciones entre genotipos la referencia

siempre fue el grupo WT.

Comenzando por el primer andlisis descrito y una vez graficados los resultados,
visualmente se aprecia un patrén de expresion diferente entre ratones WTy PCD. En los
ratones WT (Figura 15 A-D), de manera general, la expresion de los factores neurotroficos
analizados comienza siendo baja a P10y P15; entre P20 y P30 observamos fluctuaciones
con picos de expresion (concretamente a P20 y/o P30); finalmente, la expresion cae a P40

hasta valores similares a los de etapas tempranas (P10-P15).
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Enlos ratones PCD (Figura 15 E-H),a P10y P15 la expresion es baja, de forma similar a los
WT. Sin embargo, en la mayoria de los factores, vemos un aumento progresivo sin
fluctuaciones desde P20 a P30. Finalmente, a P40, la expresién génica decae entodos ellos,
siendo similar a la de en etapas tempranas. A priori, |as fluctuaciones de algunos factores
neurotroéficos en el PCD pueden en algunos casos ser muy distintas a las del WT (como /gf-

1y Vegf-B); otras, sin embargo, son mas parecidas (Bdnf o incluso casi idénticas ( Vegf-A).

Tras esta primera observacion, los datos se analizaron cuantitativamente usando el test de
Kruskal-Wallis, seguido del andlisis post hoc que nos permite crear subconjuntos
homogéneos, es decir, que genera grupos de valores dependiendo de la similitud entre
ellos. Comenzando por /gf-1, en los ratones WT existen tres grupos de valores de
expresion génica distintos, que engloban una expresion alta a P30, una baja a P40 y una
intermedia en las edades restantes (p = 0,001, Figura 15 A). Por su parte, en los PCD
observamos cuatro grupos de valores (p = 0,008; Figura 15 E), siendo diferente la
distribucién de estos grupos: el pico mas alto de expresién -observado a P20 en ratones
WT-, pasa a encontrarse a P30 enratones PCD. Ademas, el valor de P25 es relativamente

mayor que en ratones WT.

Por otro lado, en el andlisis de Bdnfen ratones WT encontramos dos grupos de valores,
uno que aglutina las edades en las que existe menos expresion, P10, P15 y P40, y otro con
las edades en las que encontramos una expresion mayor, P20, P25y P30 (p< 0,001; Figura
15 B). En los ratones PCD observamos algo parecido: un grupo con las edades P10y P15,
en las que la expresion es baja, y otro con las edades en las que la expresién es mayor, P20,
P25 y P30. Sin embargo, en este caso, tenemos un tercer grupo con la edad de P40, de
valores intermedios (p = 0,048; Figura 15 F). En todo caso, en ambos genotipos, la
expresion de Bdnf aparece como basal a P10-P15, luego aumenta en una meseta entre
P20-P30, y finalmente se reduce a P40.

Por su parte, Vegf-Amuestra resultados similares en ambos grupos experimentales: tanto
en WT como en PCD podemos observar dos grupos de valores, uno en el que se encuentran
P10y P15, edades en las que la expresion es menor, y otro que engloba el resto, desde P20
a P40 (pWT < 0,001, pPCD =0,015; Figura 15C, G).
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Figura 15. Analisis temporal de la expresion de /gf-1, Bdnf, Vegf-Ay Vegf-B. (A, E) Representacion grafica de
la expresién de /gf-1en ratones WT (A) y PCD (E). (B, F) Representacion grafica de Bdnfen ratones WT (B) y
PCD (F). (C, G) Representacion grafica de Vegrf-Aen ratones WT (C) y PCD (G). (D, H) Representacién grafica
de Vegf-Ben ratones WT (D) y PCD (H). Nétense las diferencias en el patrén de expresion temporal entre
ratones WT (A-D) y PCD (E-H). Estas diferencias son especialmente notables en el caso de /gf-1y Vegf-B. Por
su parte, los factores neurotréficos Banf y Vegf-A no mostraron diferencias aparentes entre los grupos
experimentales. Los colores de las lineas punteadas representan los diferentes subgrupos de edades
estadisticamente similares; aquellos con el mismo color tienen una expresién similar.
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Finalmente, en Vegf-B vemos grandes cambios. Mientras que en WT existen tres grupos
de valores de expresién génica (p = 0,002; Figura 15 D), en PCD encontramos dos (p <
0,001; Figura 15 H). Ademas, en WT hay dos picos de expresion a P20y P30 (Figura 15 D),
mientras que en los PCD la expresién maxima se mantiene en una pequefia meseta entre
las edades de P20y P30 (Figura 15 H).

Las diferencias detectadas entre ratones WT y PCD en la fluctuacién temporal de la
expresion génica de los distintos factores neurotréficos respalda el segundo andlisis
llevado a cabo: estudiar esta misma expresion a cada edad por separado, comparando los
genotipos entre si. En este nuevo grupo de andlisis, la prueba no paramétrica U de Mann-
Whitney reveld diferencias estadisticamente significativas Unicamente en dos de los
factores neurotroéficos analizados, /gf-1y Vegf-B (Figura 16 A, D). Con respecto a /gf-1,
observamos un aumento estadisticamente significativo a P25 (p = 0,010) y a P40 (p =
0,016) en los ratones PCD con respecto a los WT (Figura 16 A). Por su parte, en el caso de
Vegf-Bobservamos un aumento significativoa P15 enlos ratones PCD (p=0,016), seguido
por una disminucion en su expresion a P20 (p=0,004; Figura 16 D). Por tanto, los cambios
en Vegf-B parecen estar relacionados con el comienzo de la neurodegeneracion (P15-
P20), mientras que los cambios en /gf-1 se encuentran en edades mas avanzadas del
proceso neurodegenerativo (P20-P40). El resto de los factores neurotréficos no
mostraron diferencias entre genotipos en ninguna de las edades analizadas (p > 0,05;
Figura16ByC).
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Cambios en la expresion proteica de factores neurotroéficos

Dado que la expresién de un gen no implica necesariamente su traduccién en proteinas,
tras el andlisis de la expresién génica quisimos analizar la expresién proteica. Para ello,
usamos la técnica ELISA, que nos da informacidn cuantitativa de la produccién proteica
correspondiente a los factores neurotroéficos analizados. Estos andlisis se llevaron a cabo
como una comprobacién complementaria a los resultados obtenidos por gPCR. Por tanto,
analizamos la expresion proteica en el cerebelo y en el plasma sanguineo, comparando
ratones WT y PCD en las edades principales de la neurodegeneracién, P15y P25. También
comparamos la expresion proteica de ambos grupos experimentales en aquellas edades en
las que observamos cambios a nivel génico (detalladas a continuacion para cada factor).
Los datos obtenidos de este andlisis proteico se compararan con los del génico para una

mejor comprensién de los resultados.

Comenzando con los factores neurotréficos que no mostraron cambios de expresion
génica entre grupos experimentales, BDNF y VEGF-A, el andlisis se realizé exclusivamente

aP15y P25.

La prueba estadistica U de Mann-Whitney no mostré diferencias significativas ni en el
cerebelo ni en el plasma sanguineo en ninguna de las edades analizadas (Figura 17; p >
0,05), siendo similar a lo observado en los andlisis mediante gPCR. Por tanto, descartamos

estos factores neurotroficos como potenciales moléculas de uso terapéutico.
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Figura 16. Anidlisis comparativo entre genotipos de la expresion génica de los diferentes factores
neurotroéficos. Representacion grafica de la expresion de /gf-1 (A), Bdnf (B), Vegf-A (C) y Vegf-B (D) en
ratones WT y PCD. Como se puede apreciar, los cambios se observan en /gf-1y Vegf-B, mientras que Bdnfy
Vegf-Atienen una expresion similar entre genotipos. * p< 0,05; ** p< 0,01
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Figura 17. Analisis de la expresion proteica de BDNF y VEGF-A a P15y P25. (A, B) Representacion grafica de
la expresion proteica de BDNF en tejido cerebeloso (A) y en plasma sanguineo (B) en ratones WT y PCD. (C, D)
Representacidn grafica de la expresion proteica de VEGF-A en tejido cerebeloso (C) y plasma sanguineo (D) en
los mismos grupos experimentales. Como se puede apreciar, no se observan cambios en ninguno de los
factores neurotréficos analizados, ni en el cerebelo ni en el plasma, a ninguna de las edades.

El andlisis de la expresion proteica de IGF-1 se realizé a P15, P25 y también a P40 (Figura
18 A, B), dado que el andlisis de qPCR revelo diferencias en la expresidon génica entre los

grupos experimentales. Comenzando con P15, no observamos cambios en la expresion
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proteica en ninguno de los tejidos analizados, lo que concuerda con la ausencia de
diferencias enlaexpresién génicaentreratones WTy PCD a estaedad. A P25, observamos
un aumento significativo de IGF-1en PCD (Figura 18 A; p=0,029) que también concuerda
con la expresién génica en el cerebelo. Sin embargo, en sangre vemos una reduccion de la

expresion de IGF-1 (Figura 18 B; p=0,036).

Por otro lado, a P40, no encontramos diferencias en la expresion proteica del cerebelo
(Figura 18 A; p> 0,05), a pesar de que observamos un aumento en la expresion génica. No
obstante, si encontramos un aumento de produccion de la proteina en sangre (Figura 18 B;
p=0,016).

De forma anéloga, el analisis proteico de VEGF-B se realizé a P15, P20y P25 (Figura 18 C,
D). Comenzando por P15, nuestros resultados mostraron un aumento significativo de la
concentracién de este factor neurotroéfico en ratones PCD (Figura 18 C; p= 0,042), que
concuerda con lo observado en el andlisis génico en el cerebelo. Sin embargo, no
encontramos diferencias en los niveles de proteina en plasma (Figura 18 D; p>0,05). AP20
no existen cambios en la expresion proteica en tejido (Figura 18 C; p> 0,05), a pesar de que
en los andlisis mediante qPCR encontramos una reduccién de expresiéon génica. Sin
embargo, si hay diferencias en el plasma, observando una reduccién de los niveles
proteicos de VEGF-B (Figura 18 D; p=0,042). Por su parte, a P25 no observamos cambios
de expresion proteica en ninguno de los tejidos analizados (Figura 18 C, D), coincidiendo

con la ausencia de diferencias entre grupos experimentales a nivel génico.
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Figura 18. Andlisis de la expresion proteica de IGF-1y VEGF-B. (A, B) Representacion grafica de la expresion
proteica de IGF-1 en tejido cerebeloso (A) y plasma sanguineo (B) en ratones WTy PCD a P15, P25 y P40. (C-
D) Representacion grafica de la expresion proteica de VEGF-B en tejido cerebeloso (C) y plasma sanguineo (D)
enratones WTy PCD a P15, P20y P25. Como se aprecia en las gréficas, se observan cambios en la expresion
de ambos factores neurotroéficos, coincidentes en gran medida con las variaciones en la expresidn génica. * p<
0,05.

Por tanto, tras estos analisis hemos comprobado que existen fluctuaciones en la expresién
tanto génica como proteica de IGF-1 y VEGF-B. Como comentaremos en profundidad en
la seccién de Discusion, los cambios parecen ser dependientes del momento de Ia
degeneracioén. Asi, VEGF-B se relaciona con etapas tempranas: P15, al comienzo de la

preneurodegeneracion, y P20, cuando las células de Purkinje comienzan a morir.

Por su parte, IGF-1 fluctia cuando la degeneracion ya esta avanzada: a P25, cuando las
células de Purkinje mueren de forma masiva, y P40, el momento en el que se da por
finalizada la neurodegeneracion cerebelosa, y solo sobrevive una cantidad residual de

células de Purkinje.

Estos datos nos han permitido crear un disefio experimental para la administracion de
rhiIGF-1 y rhVEGF-B. Las pautas de administraciéon de estos factores se decidieron
teniendo en cuenta sus variaciones de expresién entre genotipos, de forma que
empezamos el tratamiento siempre cinco dias antes del comienzo de dichas variaciones

(detallados a continuacién), es decir, a P20 pararhlGF-1y a P10 para rhVEGF-B.
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TRATAMIENTO CON rhIGF-1

El screening previo revelé diferencias entre genotipos en la expresion de IGF-1 que
comenzarona P25. Por ello, iniciamos el tratamiento con rhIGF-1 a P20, es decir, cinco dias
antes del comienzo de los cambios, y terminé a P30, momento en el que Unicamente
quedan unas pocas células de Purkinje aisladas en el cerebelo. Ademas, usamos un grupo
de animales PCD tratados con NaCl como control para comprobar un posible efecto de |la
administracion diaria (Morton et al, 2001). En este apartado se detallara el efecto del
tratamiento con rhlGF-1 administrado diariamente, sobre (1) el peso corporal de los
animales, (2) el comportamiento motor, cognitivo y social, y (3) la supervivencia de las

células de Purkinje.

Efecto del tratamiento en el peso corporal

Uno de los efectos de la neurodegeneracion que sufren los ratones PCD es la pérdida de
peso corporal ( Mullen et al, 1976; Landis y Mullen, 1978). Por ello, a lo largo de todo el
tratamiento se ha monitorizado el peso de los ratones de los cuatro grupos experimentales
usados: WT, PCD, PCD tratados con NaCl 0,9 % (PCD-NacCl) y PCD tratados con rhIGF-1

(PCD-rhIGF1), hasta el momento de su sacrificio.

Sin embargo, para simplificar, detallaremos el peso corporal de los animales a P25 y P30
(Figura 19). Dado que la administracion de rhlGF-1 empieza a P20, estas dos edades nos
dan informacién especifica del efecto del tratamiento sobre el peso corporal, ya que
dejamos un margen suficiente de cinco y diez dias desde su comienzo. Ademas, las edades
coinciden con los andlisis del comportamiento de los animales. Por otro lado, estudios
previos han mostrado que el peso de los ratones PCD comienza a diferir de los WT

precisamente entre P20y P25 (Mullen et al, 1976).

Comenzando con P25, la prueba de Kruskal-Wallis detecté diferencias significativas entre
grupos (p = 0,021). El test post hoc aplicado posteriormente para crear subconjuntos
homogéneos reveld dos grupos claramente diferenciados: por un lado, los ratones WT y
PCD-rhIGF1,y por otro, los grupos PCD y PCD-NaCl (Figura 19 A). A P30 observamos algo
similar (p=0,015), obteniendo asimismo dos grupos: el peso de los ratones tratados con
rhiGF-1 fue similar alos ratones WT, al igual que el de los ratones PCD y PCD-NaCl (Figura
19 B).

Estos datos concuerdan con los publicados previamente en los que se demostraba un

menor peso corporal en los ratones PCD con respecto a los animales WT ( Mullen et al,
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1976; Landis y Mullen, 1978). Ademas, podemos confirmar que las inyecciones
intraperitoneales diarias no afectan al peso corporal de los ratones, y que el rhiIGF-1
parece recuperar el peso de los animales tratados hasta alcanzar valores normales,

similares alos WT.
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Figura 19. Efecto del tratamiento con rhIGF-1 en el peso corporal de los animales. Andlisis del peso corporal a
P25 (A) y P30 (B) de animales WT, PCD, PCD-NaCl y PCD-rhIGF1. Noétese el efecto de la mutacion vy la
recuperacion del peso corporal de los ratones PCD tratados con rhIGF-1 tanto a P25 como P30. Por su parte,
la administracién continua no provoca cambios en el peso corporal de los ratones PCD. Los colores de las lineas
punteadas representan los diferentes subgrupos; aquellos con el mismo color tienen un valor estadisticamente
similar.

Efecto del tratamiento en el comportamiento

Estudios previos en nuestro laboratorio demostraron alteraciones en el comportamiento
motor, cognitivo y social en el ratén PCD (Munoz-Castafeda et a/, 2018). Por este motivo,
quisimos comprobar el efecto del tratamiento conrhlGF-1 enlarealizacién de este tipo de
tareas relacionadas con el funcionamiento del cerebelo. Para ello, evaluamos el
comportamiento motor, cognitivo y social a P25 y P30 en animales WT, PCD y PCD-
rhlGF1. También utilizamos el grupo de animales PCD-NaCl para comprobar un posible

efecto de las inyecciones continuas.

Memoria de reconocimiento

Empleamos la prueba NOR para evaluar lamemoria de reconocimiento, y analizamos tanto
el porcentaje de tiempo que cada ratén pasa interaccionando con un objeto conocido y uno
novedoso, como el indice DI, tal y como se ha descrito en la seccion de Material y Métodos.
Puesto que los ratones son animales exploradores, tienden a dedicar mas tiempo
investigando los objetos novedosos. Cuando hay una disfuncion, se pierde la capacidad de
discriminar entre lo conocido y lo novedoso, haciendo que los animales pasen el mismo

tiempo explorando ambos objetos (Ennaceur, 2010; Muioz-Castaineda et al, 2018).

Comenzando con el porcentaje de tiempo de interaccion con los dos objetos, encontramos

los mismos resultados tanto a P25 como a P30. Mientras que los ratones WT dedicaron
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mayor porcentaje de tiempo a interactuar con el objeto novedoso (p P25 = 0,004; pP30 =
0,001), en los ratones PCD, PCD-NaCl y PCD-rhiIGF1 no se detectaron diferencias
estadisticamente significativas entre el tiempo dedicado a la exploraciéon del objeto

novedoso con respecto al familiar (Figura 20 A, B; p> 0,05).

Ademas, analizamos el DI como complemento de los resultados anteriores. Los ratones
WT mostraron en todas las edades analizadas un DI positivo y, por tanto, poseen una
buena capacidad de discriminacion entre los objetos familiar y novedoso, o lo que es lo
mismo, tienen un correcto funcionamiento de lamemoria de reconocimiento. Sinembargo,
los DI de los ratones PCD, PCD-NaCl y PCD-rhIGF1 se encuentran préximos a O (Figura
20 C). El andlisis estadistico de Kruskal-Wallis con la opciéon de crear subconjuntos
homogéneos mostré diferencias en los ratones WT a todas las edades analizadas con
respecto a los grupos de ratones PCD, independientemente del tratamiento (PCD, PCD-
NaCl, PCD-rhIGF1).

Finalmente, llevamos a cabo el andlisis del nimero de visitas totales a ambos objetos, con
el fin de descartar una posible influencia de la ataxia de los ratones PCD en la realizacion
de la prueba. Este anilisis se realizd a P30, y, a pesar de que a esta edad los ratones PCD
ya muestran una ataxia moderada, no detectamos cambios significativos entre los grupos

experimentales (Figura 20 D; p > 0,05).

Por tanto, estos resultados muestran que el tratamiento con rhiGF-1 no mejora la
memoria de reconocimiento en los ratones PCD. Ademas, en ninglin caso encontramos
diferencias entre los ratones PCD y PCD-NaCl, por lo que descartamos cualquier

influencia -negativa o positiva- de la metodologia de inyecciones continuas.
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Figura 20. Efecto del tratamiento con rhiGF-1 en la memoria de reconocimiento a P25 y P30. (A-B)
Cuantificacion del porcentaje de tiempo dedicado a interaccionar con el objeto novedoso y el familiar de los
distintos grupos experimentales: WT, PCD, PCD-NaCl y PCD-rhIGF1, a P25 (A) y P30 (B). (C) Representacion
grafica del DI de los distintos grupos experimentales a P25 y P30. Los colores de las lineas punteadas
representan los subgrupos con un indice similar. (D) Numero total de visitas a ambos objetos a P30. Como se
puede apreciar, ni la metodologia de administracion (pinchazos diarios con PCD-NaCl) ni el tratamiento con
rhlGF-1 provocan cambios en el comportamiento de los ratones PCD. ** p< 0,01.

Comportamiento social

Para evaluar el comportamiento social usamos la prueba de preferencia social, que nos
aporta informacion acerca del porcentaje de tiempo en el que los ratones interaccionan
con un animal o un objeto, y el correspondiente S| (ver Material y Métodos). Si no existe
ningun tipo de disfuncidn, los ratones, como animales sociales, tienden a pasar mas tiempo

con su congénere que con un objeto inanimado (Mufioz-Castafieda et a/, 2018).

Los ratones WT mostraron en todas las edades analizadas una preferencia por la
interaccion con el otro animal, por lo que detectamos diferencias estadisticamente
significativas en el tiempo que pasaron con este en comparacién con el objeto (p P25 =
0,015; p P30 = 0,009). Sin embargo, los ratones PCD, PCD-NaCl y PCD-rhIGF1 no
mostraron preferencia por ninguna habitacion, ya fuese la que contenia el ratén o el objeto,

en ninguna de las edades analizadas (Figura 21 Ay B; p> 0,05).
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Por otro lado, analizamos el Sl. Los ratones WT obtuvieron una puntuacién positiva en
todas las edades analizadas, indicando preferencia social (Figura 21 C). Sin embargo, los
ratones PCD, PCD-NaCly PCD-rhlGF1 mostrarontanto a P25 como P30 valores cercanos
a0, lo quessignifica una ausencia total de preferencia social, siendo en ocasiones menor que

O (Figura21C).

Los analisis estadisticos realizados mostraron dos grupos claramente diferenciados, uno
gue incluye a los ratones WT y otro en el que se encuentran todos los ratones PCD,

independientemente del tratamiento (Figura 21 C).
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Figura 21. Efecto del tratamiento con rhiGF-1 en el comportamiento social a P25 y P30. (A, B) Cuantificacion
del porcentaje de tiempo dedicado a interaccionar con el animal u objeto en los grupos experimentales WT,
PCD, PCD-NaCly PCD-rhIGF1.(C) Representacion grafica del indice de sociabilidad para los diferentes grupos
experimentales. Los colores de las lineas punteadas representan los subgrupos con un indice de sociabilidad
similar. (D) Namero total de visitas al animal y objeto a P30. Como se puede apreciar, el tratamiento con rhIGF-
1 no mejora el comportamiento social en los ratones PCD. Por otro lado, no encontramos influencia de las
inyecciones continuas. * p< 0,05 ** p< 0,01.

Ademas, también comprobamos el efecto de la ataxia mediante el analisis del nimero de
visitas totales a cualquiera de las dos habitaciones a P30 (Figura 21 D). De forma similar a
la prueba anterior, no vimos diferencias entre el nimero de visitas tanto al animal como al
objeto entre los diferentes grupos experimentales, descartando asi cualquier influencia de

los problemas de movimiento de los ratones mutantes.
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Asi pues, de manera andloga a la prueba anterior, descartamos la influencia del
tratamiento con rhiGF-1 en el comportamiento social de los ratones PCD, asi como la de

la administracion diaria.

Comportamiento motor

Mediante el uso de la prueba de la varilla giratoria o Rotarod medimos la habilidad y
coordinaciéon motora de los ratones. Para ello, usamos Unicamente el pardmetro de
latencia a la caida, es decir, el tiempo que se mantiene el animal en la varilla antes de caer
(Mufoz-Castafieda et al, 2018; Pérez-Martin et al, 2021). En este caso, realizamos el
analisis estadistico ANOVA de una via con medidas repetidas, detectando una interaccion
entre los factores “edad de la prueba” y “grupo experimental” (p = 0,001), que indica que
ambos factores estan influyendo a la vez en los resultados observados. Esto se debe a que
las curvas de aprendizaje/ejecucion de la prueba son diferentes entre genotipos (Figura
22). Mientras que los ratones WT mejoraron su comportamiento motor con la edad y se
incremento el tiempo de latencia a la caida (p = 0,01), en ratones PCD, PCD-NaCl y PCD-
IGF1 vemos una coordinacién motora afectada ya desde P25, que desciende a P30 a
valores de latencia cercanos a O (p < 0,001 para ambas edades y grupos experimentales).
Esta ausencia de aprendizaje, e incluso la disminucién en la coordinacién motora con la
edad se debe al efecto de la degeneracion cerebelosa que afecta a los grupos

experimentales PCD.

A continuacion, para analizar mas en profundidad estos datos, y con el fin de obtener la
mayor cantidad de informacién posible en relacidon con los efectos del tratamiento, se
analizaron las diferencias entre los grupos experimentales para cada edad en la que se
realizé la prueba, utilizando el test no paramétrico de Kruskal-Wallis. El analisis estadistico
mostro diferencias entre los ratones WT y todos los grupos de PCD independientemente

del tratamiento (Figura 22; p < 0,01 para ambas edades y grupos experimentales PCD).

Por tanto, la administracién diaria no provoca cambios en la motricidad de los ratones
PCD, independientemente de a qué grupo pertenecen. Ademas, podemos afirmar que el
tratamiento con rhIGF-1 no mejora ni normaliza el comportamiento motor de los ratones

PCD a ninguna de las edades analizadas.
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Figura 22. Efecto del tratamiento en el comportamiento motor a P25 y P30. Los animales WT obtuvieron
valores de latencia a la caida de la prueba de Rotarod superiores a los otros grupos experimentales en todos
los casos. No se encontraron diferencias entre ninguno de los grupos de ratones PCD, por lo que las inyecciones
continuas no afectan ala coordinacion motora, al igual que el tratamiento con rhIGF-1. ** p < 0,01, diferencias
entre los grupos de animales PCD (seguin colores de la leyenda) y el grupo WT.

Efecto del tratamiento a nivel histolégico

A pesar de no haber encontrado un efecto a nivel comportamental, decidimos evaluar
posibles efectos neuroprotectores del tratamiento con rhiGF-1 en el cerebelo de los
ratones PCD. Para ello, llevamos a cabo el andlisis de la densidad de células de Purkinje a
P30. Cualitativamente, ya podemos observar una marcada reduccién en la densidad de
estas neuronas en el cerebelo de los ratones PCD (Figura 23 B), PCD-NaCl (Figura23C) y
PCD-rhIGF1 (Figura 23 D), con respecto a los ratones WT (Figura 23 A).

Los analisis cuantitativos se muestran atendiendo a la densidad lineal de células de
Purkinje en el cerebelo entero (Figura 24 A, D), y analizando por separado los |6bulos I-IX
(Figura 24 B, E) y el I6bulo X, debido a la neurorresistencia de este ultimo (Figura 24 C;
Wang y Morgan, 2007; Hernandez-Pérez et al, 2023). Ademas, para un analisis mas
preciso de los datos, se muestran las graficas de la densidad de células de Purkinje en el
cerebelo completo y en los I6bulos I-1X sin considerar a los ratones WT. En este sentido,
realizamos un nuevo andlisis estadistico de los datos de ratones PCD, PCD-NaCl y PCD-
rhiIGF1, ya que, la gran disparidad de los datos entre ellos y los ratones WT podria

enmascarar posibles resultados del tratamiento (Figura 24 D, E).
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Figura 23. Efecto del tratamiento con rhiGF-1 a nivel histolégico. Inmunofluorescencia de calbindina (Cb28k,
en rojo) de secciones sagitales del vermis cerebeloso de ratones WT (A), PCD (B), PCD-NaCl (C) y PCD-rhIGF1
(D). Como se puede observar en las imagenes, los animales mutantes presentan una disminucidon sustancial del
numero de células de Purkinje en comparacién con los WT, con la excepcién del I6bulo X. Asimismo, no se
aprecian diferencias cualitativas entre los ratones PCD sin tratar con respecto a los PCD tratados. Barra de
escala 500 pm.

En primer lugar, los ratones WT tienen una densidad celular mayor a la de los grupos PCD
analizados -independientemente del tratamiento-, tanto en el andlisis del cerebelo
completo como en los [6bulos I-1X (Figura 24 A, B). Por otro lado, con relacion al andlisis del
cerebelo completo, la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis revelé que no existen
diferencias entre los ratones PCD y PCD tratados -tanto con rhiGF-1 como con NaCl-
(Figura 24 A, D; p>0,05),y, en todos los casos encontramos diferencias significativas con
respecto a los ratones WT (Figura 24 A; p WT-PCD = 0,002, p WT-PCD-NaCl = 0,002; p
WT-PCD-rhIGF1 = 0,035). Observamos algo similar cuando analizamos la densidad en los
I6bulos I-1X: no encontramos diferencias entre grupos PCD independientemente del
tratamiento (p > 0,05), pero si cuando los comparabamos con WT (Figura 24 B, E; pWT-
PCD = 0,008, p WT-PCD-NaCl = 0,019; p WT-PCD-rhIGF1 = 0,014). Finalmente, en el
andlisis del l6bulo X no encontramos diferencias estadisticamente significativas entre

ninguno de los grupos experimentales (Figura 24 C; p > 0,05).
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Asi pues, el tratamiento con rhIGF-1 tampoco parece ejercer un efecto neuroprotector
sobre la densidad de células de Purkinje en el cerebelo de los ratones PCD. Por otro lado,
puesto que tampoco encontramos diferencias entre los ratones mutantes y los tratados
con NaCl, concluimos que estos efectos no se deben a la administraciéon continua del
farmaco. Asimismo, el I6bulo X se muestra como una regién neurorresistente no afectada

por la mutacién (o la administracién de sustancias) a P30.
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Figura 24. Cuantificacion del efecto del rhiGF-1 en la supervivencia de las células de Purkinje a P30. (A-C)
Representacidn grafica de la supervivencia celular en el cerebelo completo (A), en los I6bulos I-IX (B) y en el
I6bulo X (C) en los ratones WT, PCD, PCD-NaCl y PCD-rhIGF1. (D, E) Representacion grafica de los datos
anteriores sin los valores de los animales WT en el cerebelo completo (D) y en los I6bulos I-1X (E). Nétese que
en todos los casos encontramos diferencias entre los grupos de PCD (tratados y sin tratar) en comparacion
con los WT. Entre los grupos de ratones PCD no encontramos diferencias significativas. CB, cerebelo; L.,
I6bulo. *p< 0,05, ** p< 0,01.

Teniendo en cuenta todos los datos anteriores, y puesto que no observamos mejoras ni en
el comportamiento ni en la densidad celular en los ratones PCD-rhIGF 1, podemos afirmar
que este tratamiento no ejerce ningun tipo de efecto neuroprotector o beneficioso para
los animales mutantes en las condiciones de tratamiento utilizadas. Por todo ello, no
continuamos realizando mas andlisis utilizando este factor neurotrofico, y lo descartamos
en principio como agente terapéutico de eleccion ante la degeneracién cerebelosa del
raton PCD.
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TRATAMIENTO CONrhVEGF-B |

El screening de factores neurotréficos mostré que existen diferencias de expresién de
VEGF-B entre ratones WT y PCD, y que estas comienzan a P15. Por ello, abordamos el
tratamiento con rhVEGF-B cinco dias antes del comienzo de los cambios
neurodegenerativos, a P10, y durante un periodo de 10 dias, hasta P20. Ademas, usamos
un nuevo set de animales PCD tratados con NaCl siguiendo el mismo patrén de
administracion, para comprobar el efecto de las inyecciones cada dos dias (Morton et al,
2001).

Por tanto, en este apartado, detallaremos los resultados obtenidos tras el tratamiento con
rhVEGF-B administrado cada dos dias, en el que se incluye el efecto del tratamiento sobre
(1) el peso corporal, (2) el comportamiento motor, cognitivo y social, (3) la densidad de

células de Purkinje supervivientes, y (4) el estado apoptético de estas.

Efecto del tratamiento en el peso corporal

El procedimiento que llevamos a cabo para analizar el efecto del tratamiento con rhVEGF-
B fue similar al detallado con el tratamiento anterior. Por ello, en primer lugar,
monitorizamos el peso corporal de los ratones WT, PCD, PCD-NaCl y PCD tratados con
rhVEGFB (PCD-rhVEGFB) a lo largo del tratamiento (P10-P20). En este caso, dado que el
tratamiento comenzoé antes que el de rhIGF-1, también incluimos en el analisis la edad de
P17 ademas de P25 y P30, en coincidencia con las edades de los animales durante las

pruebas de comportamiento realizadas para evaluar el efecto de este tratamiento.

Tras realizar el analisis de Kruskal-Wallis, vimos que existian diferencias entre genotipos
Unicamente a P25y P30 (p P25 = 0,012; p P30 = 0,004). A continuacién, realizamos el
analisis post hoc que nos dio informacién sobre los subconjuntos presentes en nuestras
muestras. A P17 Gnicamente encontramos un subconjunto en el que se encontraban todos
los grupos experimentales (Figura 25 A), pero a P25 y P30 observamos dos grupos, ya que
los ratones WT comienzan a ganar peso progresivamente y se separan del resto de los
grupos experimentales (Figura 25 B, C). Por otro lado, el efecto de las inyecciones no
provoca cambios en cuanto al peso corporal, ya que no encontramos diferencias entre los

ratones PCD y PCD-NaCl.
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Figura 25. Efecto del tratamiento con rhVEGF-B en el peso corporal de los animales. Andlisis del peso corporal
a P17 (A), P25 (B) y P30 (C) de animales WT, PCD, PCD-NaCl y PCD-rhVEGFB. Como se puede observar, a
partir de P25 los ratones WT se separan estadisticamente del resto de ratones PCD (con y sin tratamiento),
observandose una reduccion notable en el peso corporal en los grupos de mutantes con respecto a los WT. Los
colores de las lineas punteadas representan los diferentes subgrupos; aquellos con el mismo color tienen un
peso corporal similar.

Una vez mas, estos datos concuerdan con los publicados previamente con respecto a la
pérdida de peso corporal en los ratones PCD (Mullen et al, 1976). Sin embargo, en nuestro
caso, podemos aportar que el tratamiento con rhVEGF-B no recupera el peso corporal de

los ratones mutantes, sino que se mantiene similar al de los ratones PCD sin tratar.

Efecto del tratamiento en el comportamiento

De forma paralela al caso de rhIGF-1, comprobamos el efecto del tratamiento con rhVEGF-
B sobre el comportamiento motor, cognitivo y social a lo largo del tratamiento (P17, P25y
P30) en animales WT, PCD, PCD-NaCl y PCD-rhVEGF-B.

Memoria de reconocimiento

Para evaluar la memoria de reconocimiento realizamos el test NOR, que, de la misma
forma que en el tratamiento anterior, nos aporta informacién sobre el porcentaje de
tiempo que cada animal interactta con el objeto novedoso y el familiar, y el indice DI.
Comenzando por el primer andlisis, a P17 observamos que todos los grupos
experimentales se comportaban de forma similar, ya que pasaban la mayor parte del
tiempo explorando el objeto novedoso (Figura 26 A; pWT =0,001; pPCD =0,003; pPCD-
NaCl < 0,001; p PCD-rhVEGFB < 0,001). Sin embargo, a P25 y P30 los animales PCD y
PCD-NaCl no mostraron preferencia por ninguno de los objetos, por lo que no
encontramos diferencias significativas entre el tiempo dedicado a la exploracién del objeto
novedoso con respecto al familiar (Figura 26 B, C; p > 0,05). Por el contrario, tanto a P25
como a P30, los ratones PCD-rhVEGFB mostraban una preferencia por la interaccién con
el objeto novedoso, observando un comportamiento similar alos ratones WT (Figura 26 B,
C; P25: pWT = 0,004; p PCD-rhVEGFB = 0,001; P30: p WT = 0,002; p PCD-rhVEGFB =
0,003).
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Por otro lado, analizamos el DI (Figura 26 D). A P17 observamos que todos los grupos
experimentales analizados tenian valores positivos, es decir, que poseen una correcta
capacidad de discriminacién entre los objetos familiar y novedoso, o lo que es lo mismo, a
esta edad observamos un correcto funcionamiento de la memoria de reconocimiento. Sin
embargo, a P25 y P30, esto cambia. Los ratones PCD y PCD-NacCl tienen unos valores
proximos a 0, por lo que no muestran preferencia por ninguno de los objetos. Por el
contrario, los ratones PCD-rhVEGFB siempre se encontraban en valores positivos, de
forma muy similar alo observado enratones WT. El analisis estadistico Kruskal-Wallis con
la prueba post hocque nos permite crear grupos homogéneos reveld que a P17 no existen
diferencias entre los grupos experimentales, ya que observamos un Gnico grupo. Sin
embargo, a P25 y P30 los datos se separan organizandose en dos grupos: uno en el que
encontramos a los ratones WT y PCD-rhVEGFB, ocupando valores positivos y, por tanto,
discriminando entre objetos, y otro en el que se encuentran PCD y PCD-NaCl, en los que
los valores estan préximos a O, por lo que no poseen capacidad de discriminacién (Figura

26 D).
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Figura 26. Efecto del tratamiento con rhVEGF-B en la memoria de reconocimiento a P17, P25 y P30. (A-C)
Cuantificacion del porcentaje de tiempo dedicado a interaccionar con el objeto novedoso y el familiar de los
distintos grupos experimentales: WT, PCD, PCD-NaCl y PCD-rhVEGFB a P17 (A), P25 (B) y P30 (C). (D)
Representacion gréfica del indice de discriminacion de los distintos grupos experimentales a P17, P25 y P30.
Las lineas de puntos con diferentes colores rodean a los subgrupos con un indice de discriminacién similar. (E)
Numero total de visitas a ambos objetos a P30. Notese que el tratamiento con rhVEGF-B mejora la memoria
de reconocimiento en los ratones PCD a todas las edades analizadas. Ademas, el procedimiento del
tratamiento continuo (PCD-NaCl) no provoca cambios en el comportamiento, siendo similar a los ratones
PCD.** p<0,01.
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Ademas, también se analizé el nimero de visitas totales a ambos objetos a P30 con el fin
de detectar algun tipo de influencia de la ataxia de los ratones mutantes en la realizacion
de la prueba. De nuevo, no detectamos ninguna diferencia significativa entre los cuatro
grupos experimentales (p > 0,05), a pesar de que a esta edad los ratones PCD ya muestran

una ataxia moderada debido a la degeneracion cerebelosa (Figura 26 E).

Por todo ello, este segundo tipo de metodologia para una administraciéon continua
tampoco provoca cambios comportamentales en los ratones PCD, ya que no observamos
diferencias entre los ratones PCD y PCD-NaCl. Ademas, el tratamiento con rhVEGF-B
normaliza lamemoria de reconocimiento en los ratones mutantes PCD, siendo similar a los

ratones WT en todas las edades analizadas.

Comportamiento social

El comportamiento social se evalué mediante la prueba de preferencia social, que nos da
informacién acerca del tiempo que cada animal dedicé a lainteraccién conotro ratén o con
un objeto (Figura 27 A-C), y el indice SI (Figura 27 D). Una vez mas, los ratones WT
mostraron una preferencia social en todas las edades analizadas (p P17 = 0,000; p P25 =
0,006; p P30 = 0,004). Por otro lado, los ratones PCD y PCD-NaCl no mostraron
preferencia en ninguna de las edades analizadas, por lo que no encontramos diferencias
significativas entre el tiempo de visita al otro animal o al objeto (p > 0,05). Sin embargo, los
ratones tratados con rhVEGF-B mantuvieron la preferencia social de forma similar a los
ratones WT en todas las edades analizadas, observando un mayor tiempo dedicado a la
interaccion con el animal con respecto al objeto (Figura 27 A-C; pP17 = 0,000; p P25 =
0,005; pP30 =0,001).

En cuanto al Sl, los ratones PCD y PCD-NaCl mostraron valores préximos a O en todas las
edades analizadas (Figura 27 D). Sin embargo, en los ratones WT y PCD-rhVEGFB los
valores de Sl fueron siempre positivos, encontrando dos grupos homogéneos claramente
identificables (analisis de Kruskal-Wallis y su prueba post hoc correspondiente): por un

lado, los ratones WTy PCD-rhVEGFB, vy, por otro lado, los ratones PCD y PCD-NacCl.

En cuanto al nimero de visitas, no detectamos diferencias entre los grupos experimentales
analizados, por lo que la ataxia de los ratones mutantes tampoco interfiere enla realizacion

de esta prueba (Figura 27 E; p>0,05).
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De forma analoga a la memoria de reconocimiento, el tratamiento con rhVEGF-B previene
las alteraciones sociales observadas en los ratones PCD en todas las edades analizadas,

por lo que observamos un efecto neuroprotector de esta sustancia a este nivel

comportamental.
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Figura 27. Efecto del tratamiento con rhVEGF-B en el comportamiento social a lo largo del proceso
neurodegenerativo del ratén PCD. (A-C) Cuantificacién del porcentaje de tiempo explorando el animal o el
objeto en los grupos experimentales WT, PCD, PCD-NaCl y PCD-rhVEGFB. (C) Representacién grafica del
indice de sociabilidad para los diferentes grupos experimentales. Las lineas de diferentes colores representan
los subgrupos con un indice de discriminacién similar (D) Ndmero total de visitas al animal y al objeto a P30.
Como se puede apreciar, el tratamiento con rhVEGF-B mejora el comportamiento social en los ratones PCD.
Por su parte, las inyecciones cada dos dias solamente con vehiculo no provocan cambios en el comportamiento
social. ** p< 0,01

Comportamiento motor

De nuevo, la habilidad y coordinacion motoras de los ratones se evaluaron mediante la
pruebadevarillagiratoria o Rotarod.El andlisis estadistico ANOVA de una viacon medidas
repetidas mostré una interaccion entre los factores “edad de la prueba” y “grupo
experimental” (p < 0,001). Una vez mas, esta interaccion se debe a la disparidad de datos
entre genotipos. En primer lugar, los ratones WT mejoran su comportamiento con la edad,
aumentando el tiempo de latencia a la caida (p < 0,001), mientras que los ratones PCD,
PCD-NaCl y PCD-rhVEGFB no muestran una mejora con la edad debida al aprendizaje,
sino una disminucién en el tiempo que se mantuvieron en la varilla antes de caer
presumiblemente debida al avance de la neurodegeneracién (p PCD < 0,001; p PCD-NaCl
=0,013; pPCD-rhVEGFB = 0,021).
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A continuacidn, realizamos el analisis estadistico para cada edad, con el fin de obtener la
mayor cantidad de informacion posible que nos permita conocer el efecto del tratamiento.
En este sentido, el test de Kruskal-Wallis, mostré que el comportamiento motor de los
diferentes grupos experimentales diverge entre genotipos. En primer lugar, el
comportamiento de los grupos PCD y PCD-NaCl ya difiere de lo observado en ratones WT
desde P17, observandose diferencias significativas en todas las edades analizadas (Figura
28; p < 0,001 para ambos grupos experimentales y edades con respecto a WT). Sin
embargo, la coordinacién motora de los animales tratados con rhVEGF-B fue similar a los
ratones WT a P17, donde no observamos diferencias significativas (p > 0,05), pero si con
los ratones PCD (Figura 26; p>0,001).

A partir de P25 vemos como la capacidad motora de los ratones PCD-rhVEGFB empeora,
por lo que comenzamos a encontrar diferencias con los animales WT (pP25 =0,016; pP30
= 0,001, p valor PCD-VEGFB con respecto a ratones WT). A pesar de ello, los animales
PCD-rhVEGFB realizaron mejor la prueba a P25 y P30 en comparacion con los ratones
mutantes que no recibieron tratamiento (Figura 28), y encontramos diferencias
significativas conestos (pP25 =0,023; pP30=0,002 p valorcon respecto aratones PCD).
Por su parte, no observamos diferencias entre los ratones PCD y PCD-NaCl (p > 0,05), por
lo que tampoco parece existir un efecto de este tipo de administracién continua en el

comportamiento motor (Figura 28).

De formasimilar que en el resto de las funciones cerebelosas evaluadas, el tratamiento con
rhVEGF-B mejora la coordinacion motora, al menos parcialmente, ya que los ratones
tratados con este factor neurotréfico presentaron, en general, resultados que se

encuentran a mitad de camino entre los obtenidos para los ratones WT y los PCD.

Figura 28. Efecto del tratamiento en
el comportamiento motor a lo largo
del proceso neurodegenerativo del
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Efecto del tratamiento a nivel histolégico

Con el fin de evaluar si la mejora en el comportamiento de los animales tratados con
rhVEGF-B se debia a un efecto a nivel histolégico, analizamos los cambios en la densidad
de células de Purkinje a P30. Adicionalmente, dados los resultados obtenidos en la
supervivencia neuronal a esta edad (ver a continuacién), asi como en la realizacién de las
pruebas de comportamiento, repetimos este mismo analisis a P25. Ademas, realizamos un
andlisis de apoptosis aambas edades, para lo cual se empled la técnica TUNEL, que permite
ver roturas en el DNA que se generan durante el proceso de muerte celular programada

(ver Material y Métodos).
Analisis histologico a P30

La cuantificacion de la supervivencia de las células de Purkinje se llevd a cabo a P30, en
ratones WT, PCD y PCD-rhVEGFB. Ademas, afadimos el grupo experimental PCD-NaCl
correspondiente a este tratamiento (Figura 29). Por otro lado, debido a la disparidad de los
datos, al igual que con el tratamiento con rhIGF-1, se muestran los resultados en graficas
gue engloban todos los grupos experimentales en el cerebelo completo (Figura 30 A), y

separando los l6bulos I-1X (Figura 30 B) y X (Figura 30 C).

PCD-NaCl PCD-rhVEGFB

Figura 29. Efecto del tratamiento con rhVEGF-B a P30 a nivel histolégico. (A-D) Inmunofluorescencia de
calbindina (Cb28k, en rojo) de secciones sagitales del vermis cerebeloso de ratones WT (A), PCD (B), PCD
tratado con NaCl (C; PCD-NaCl) y PCD tratado con rhVEGF-B (D; PCD-rhVEGFB). Nétese el mayor nimero
de neuronas en los ratones PCD-rhVEGFB con respecto al resto de grupos PCD. Barra de escala 500 pm.
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Asimismo, realizamos un nuevo analisis estadistico de los datos de ratones PCD, PCD-
NaCly PCD-rhVEGFB, puesto que la gran disparidad de los datos entre ellos y los ratones

WT podria enmascarar los resultados obtenidos (Figura 30 D, E).

En el andlisis del cerebelo completo (Figura 30 A), la densidad celular de los ratones WT
difiere notablemente del resto de grupos experimentales PCD, en los que encontramos
una marcada reduccién (p PCD = 0,010; p PCD-NaCl = 0,001; pPCD-rhVEGFB = 0,008; p
valorrespecto a WT). A pesar de ello, los ratones PCD-rhVEGFB mostraron una densidad
celular algo mayor, con diferencias significativas con respecto a los ratones de los grupos
PCD (p = 0,009) y PCD-NaCl (Figura 30 A, D; p = 0,006). La reduccién observada en los
animales PCD -ya sea sin tratar o tratados con NaCl o rhVEGF-B-, se debe
mayoritariamente a la neurodegeneracion observada en los l6bulos I-IX, donde vemos
diferencias significativas entre estos y los ratones WT (Figura 30 B; pPCD =0,001; p PCD-
NaCl = 0,016; p PCD-rhVEGFB = 0,012; p valor respecto a WT). Cuando realizamos el
analisis Unicamente con los grupos PCD en los I6bulos I-1X, confirmamos los resultados
anteriores: los ratones PCD y PCD-NaCl tienen una densidad celular similar (o > 0,05); al
mismo tiempo, ambos grupos mostraron diferencias con respecto a los ratones PCD-
rhVEGFB (p PCD = 0,006; p PCD-NaCl = 0,009), y se observa una mayor densidad de
células en los ratones tratados en comparacion con los ratones PCD (Figura 30 E). Por otro
lado, no encontramos diferencias entre los grupos experimentales en el I6bulo X, lo que

confirma que es una estructura altamente neurorresistente (Figura 30 C; p> 0,05).
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Figura 30. Cuantificacion del efecto del rhVEGF-B en la supervivencia de las células de Purkinje a P30. (A-C)
Representacion grafica de la supervivencia celular en el cerebelo completo (A), en los Iébulos I-IX (B) y en el
[6bulo X (C) en los ratones WT, PCD, PCD-NaCl y PCD-rhVEGFB. (E, F) Representacion grafica de la
supervivencia celular sin los datos de los ratones WT en el cerebelo completo (D) y en los lébulos I-IX (E).
Notese el efecto neuroprotector de rhVEGF-B, observando un aumento de la densidad de células de Purkinje
con respecto los animales PCD sin tratar. Por otro lado, descartamos los efectos de la administracién continua
sobre la densidad celular. CB, cerebelo; L., I6bulo. * p < 0,05, ** p < 0,01 para diferencias entre los grupos
experimentales PCD y el grupo WT; ## p< 0,001 para diferencias entre los grupos experimentales PCD-NaCl
y PCD-rhVEGFB y ratones PCD.
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A continuacion, vistos los resultados obtenidos tras la administracion de rhVEGF-B,
analizamos las células apoptéticas atendiendo al nimero de células TUNEL positivas enla
capa de células de Purkinje respecto a su longitud, es decir, cuantificamos la densidad
lineal. Todas las células que se incluyeron en la cuantificacion tenian una morfologia tipica:
tamanio reducido, nicleo desorganizado y marcaje positivo para TUNEL (Figura 31 A-C).
Dado que el sistema de administracion (inyecciones cada dos dias) no mostro efecto alguno
en ningun caso de los anteriores, decidimos excluir este grupo experimental de este nuevo
andlisis, para simplificarlo. La prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis mostré diferencias
significativas entre los ratones PCD-rhVEGFB y los grupos WT y PCD, tanto en el analisis
del cerebelo completo (Figura 31 G; p< 0,001 en ambos casos), como en la cuantificacion
de los lébulos I-IX (Figura 31 H; p < 0,001 para los dos grupos experimentales). Sin

embargo, no encontramos diferencias entre los grupos PCD y WT (p > 0,05). Por su parte,

el andlisis del I6bulo X no mostré diferencias entre los grupos experimentales (Figura 31 ;
p>0,05).
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Figura 31. Efecto del tratamiento con rhVEGF-B sobre la muerte celular programada a P30. (A-C) Morfologia
tipica de células TUNEL positivas. (D-F) Marcaje de TUNEL en secciones sagitales de cerebelo en ratones WT
(D), PCD (E) y PCD-rhVEGFB (F). (G-1) Cuantificacion de la densidad de células apoptdticas en el cerebelo
completo (G), enlos I6bulos I-1X (H) y en el I6bulo X (1) de ratones WT, PCD y PCD-rhVEGFB. Notese el aumento
de células apoptéticas en los ratones PCD-rhVEGFB, siendo mayor que lo observado en ratones WT y PCD.
CB, cerebelo; L., 16bulo. ** p< 0,01. Barra de escala 15 pm (A-C), 300 um (D-F).
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Estos resultados indican que el tratamiento con rhVEGF-B estd produciendo un efecto
neuroprotector parcial sobre las células de Purkinje, ya que encontramos una densidad
celular intermedia entre los ratones WT y PCD, que se traduce en una mejora del
comportamiento motor, cognitivo y social. Sin embargo, encontramos un aumento de las
células apoptdticas en los ratones tratados con rhVEGF-B, posiblemente debido a la
existencia de una densidad celular mayor. Para comprobar esta hipétesis, asi como para
dilucidar si la neuroproteccién ejercida por el rhVEGF-B es mayor a edades mas

prematuras o es solo de tipo parcial, decidimos repetir todos estos andlisis a P25.

Analisis histologico a P25

Tras el aumento de densidad celular observado a P30 en el cerebelo de los ratones
tratados con rhVEGF-B, decidimos analizarlo a P25, ya que a esta edad también
encontramos una recuperacién total de la memoria de reconocimiento y el
comportamiento social, y una parcial en la coordinacién motora. La cuantificacién de la
supervivencia de las células de Purkinje se llevé a cabo en ratones WT, PCD y PCD-
rhVEGFB (Figura 32). De forma similar al tratamiento anterior, realizamos la
cuantificacion en el cerebelo entero, englobando todos los I6bulos (Figura 32 D), asi como
analizando por separado los l6bulos I-1X (Figura 32 E) y el l6bulo X (Figura 32 F).
Finalmente, siguiendo el principio de las tres erres, con el fin de utilizar el minimo nimero
de animales de experimentacion (Russell y Burch, 1959), y puesto que no encontramos
diferencias debidas ala administracion continua cada dos dias a P30, no utilizamos el grupo

experimental PCD-NaCl a esta edad.

Cualitativamente observamos una densidad celular similar en ratones WT y PCD-
rhVEGFB. Por su parte, los ratones PCD muestran una reducciéon notable del nimero de

células de Purkinje (Figura 32 A-C).
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Figura 32. Efecto del tratamiento con rhVEGF-B a P25 a nivel histolégico. (A-C) Secciones sagitales de vermis
cerebeloso marcadas con calbindina (C28k, rojo) en animales WT, PCD y PCD-rhVEGFB. (D-F) Cuantificacion
del efecto del tratamiento con rhVEGF-B en la supervivencia de las células de Purkinje en el cerebelo entero
(D), enlos lobulos I-IX (E) y en el I16bulo X (F). Notese el efecto neuroprotector de rhVEGF-B, ya que los ratones
PCD tratados con él presentan la misma densidad de células de Purkinje que los ratones WT. CB, cerebelo; L.,
[6bulo. * p< 0,05; ** p< 0,01; Barra de escala 500 um.

La prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis corroboré esta primera observacion, ya que
mostré una reduccion en la densidad de células de Purkinje en el cerebelo completo en los
ratones PCD con respecto a los ratones WT (p = 0,002) y PCD-rhVEGFB (Figura 32 D; p=
0,035), diferencias que se encontraban principalmente en los I6bulos I-1X (Figura 32 E; p
WT = 0,002; p PCD-rhVEGFB = 0,011 p valor con respecto a PCD), ya que la densidad
celular se mantiene similar en los tres grupos experimentales en el I6bulo X (Figura 32 F; p
> 0,05). Ademas, en ninglin caso encontramos diferencias significativas entre los ratones
WT y PCD-rhVEGFB, por lo que, el tratamiento con rhVEGF-B detiene la muerte de las

células de Purkinje, retrasandola por completo, al menos hasta P25.

A continuacién, analizamos la apoptosis en el cerebelo de ratones WT, PCD y PCD-
rhVEGFB (Figura 33). En este caso, la prueba de Kruskal-Wallis y sus correspondientes
analisis post hoc mostraron diferencias significativas Unicamente entre los grupos WT y
PCD en el anélisis del cerebelo completo (Figura 33 D; p < 0,001) y en los Iébulos I-IX
(Figura 33 E; p=0,013). Sin embargo, no encontramos diferencias entre los ratones WT y
PCD-rhVEGFB ni entre los animales PCD y PCD-rhVEGFB (p > 0,05). Por su parte, el
I6bulo X tampoco presentd diferencias significativas entre grupos experimentales (Figura
33F; p>0,05),apesar de que en este I6bulo los valores de los ratones PCD tratados fueron
idénticos a los WT, mientras que los correspondientes a los PCD sin tratamiento

mostraron cierto incremento (Figura 33 F).
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Estos resultados indican que el tratamiento con rhVEGF-B estd produciendo un efecto
neuroprotector sobre las células de Purkinje, ya que encontramos una densidad celular
similar a la de los WT, que se asocia con una mejora en las funciones cerebelosas. Sin
embargo, a pesar de que no frena por completo el dafio del DNA y muerte celular, silo hace
parcialmente, ya que en los animales PCD-rhVEGFB encontramos un niimero intermedio

de células TUNEL positivas entre ratones WT y PCD.
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Figura 33. Efecto del tratamiento con rhVEGF-B sobre la muerte celular programada a P25. (A-C) Marcaje

de TUNEL de secciones sagitales de cerebelo en ratones WT (A), PCD (B) y PCD-rhVEGFB (C). (D-F)
Cuantificacion de ladensidad de células apoptoéticas en el cerebelo completo (D), en los [6bulos I-IX (E) y en B>
el 16bulo X (F) de ratones WT, PCD y PCD-rhVEGFB. Nétese el efecto del rhVEGF-B, que reduce la
densidad de células apoptéticas de los ratones PCD a un nivel intermedio entre los ratones mutantes sin
tratary los WT. CB, cerebelo; L., [6bulo* p< 0,05; ** p< 0,01. Barra de escala 300 um.

TRATAMIENTO CON rhVEGF-B Il

Debido a la mejora observada tras el tratamiento con rhVEGF-B inyectado cada dos dias,
quisimos comprobar si un aumento en la cantidad administrada podria optimizar los
resultados obtenidos. Por ello, decidimos tratar a un nuevo grupo de animales de forma
diaria, desde P10-P20, asemejando la frecuencia de la administracion a la pautada
comunmente con IGF-1 (ver /ntroduccion). En este apartado se mostraran los resultados
obtenidos con este tratamiento sobre (1) el comportamiento y (2) la supervivencia de las

células de Purkinje.
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Efecto del tratamiento sobre el comportamiento

De forma similar a los casos anteriores, comprobamos el efecto de la administracién diaria
con rhVEGF-B mediante el uso de diferentes pruebas, que nos permiten analizar el
comportamiento cognitivo, social y motor a lo largo del tratamiento (P17, P25 y P30) en
animales WT, PCD, PCD-NaCl y PCD-VEGF-B.

Comenzando con la prueba NOR (Figura 34 A-D), analizamos el porcentaje de tiempo que
interactian los distintos grupos animales con el objeto novedoso y el familiar. Ademas,
también estudiamos el indice Dl y el nimero de visitas totales a ambos objetos. En primer
lugar, a P17 observamos un comportamiento similar en todos los grupos animales, ya que
estos pasan la mayor parte del tiempo interactuando con el objeto novedoso (Figura 34 A;
pWT <0,001; pPCD = 0,004; pPCD-NaCl <0,001; pPCD-rhVEGFB <0,001). A P25y P30,
como enlos otros tipos de administracion, encontramos en los ratones WT una preferencia

por la interaccion con el objeto novedoso (Figura 34 B, C; pP25 = 0,009; pP30 < 0,01).

Sin embargo, en los ratones PCD -independientemente del tratamiento- no encontramos
diferencias significativas entre el tiempo de exploracién del objeto novedoso y familiar
(Figura 34 B, C; p > 0,05). Por otro lado, analizamos el DI (Figura 34 D). A P17, todos los
grupos experimentales muestran un DI positivo, es decir, poseen una correcta capacidad
de discriminacién. Sin embargo, a partir de P25, los valores DI de los distintos grupos PCD,
ya sean tratados o sin tratar, mostraron valores cercanos a cero o incluso negativos, por lo
que tienen la memoria de reconocimiento afectada. Finalmente, el andlisis del nimero de
visitas totales a ambos objetos a P30 no mostré diferencias entre los grupos
experimentales (p > 0,05), por lo que la ataxia cerebelosa no parece estar afectando al

desarrollo de la prueba (Figura 34 D).

Por lo tanto, podemos concluir que las inyecciones diarias de NaCl de P10 a P20 no afectan
al comportamiento explorador de los ratones PCD, pero el tratamiento diario con rhVEGF-

B tampoco mejora la memoria de reconocimiento en los animales mutantes.

A continuacién, evaluamos el comportamiento social mediante la prueba de preferencia
social (Figura 34 E-H). Los ratones WT muestran una preferencia social clara en todas las
edades analizadas (Figura 34 E-G; p P17 = 0,029; p P25 = 0,011; p P30 = 0,002). Sin
embargo, no encontramos diferencias entre los distintos grupos de ratones PCD en
ninguna de las edades analizadas (Figura 34 E-G; p > 0,05). Ademas, analizamos el S, en el
que observamos que Unicamente los ratones WT mostraban valores positivos, mientras

que el resto de los grupos experimentales mostraron valores cercanos a 0 o negativos, por
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lo que encontramos alteraciones sociales desde el comienzo de la neurodegeneracion
(Figura 34 H). Por otro lado, el andlisis del nimero de visitas totales al ratén y objeto a P30
tampoco mostré diferencias (p > 0,05), por lo que, una vez mas, el efecto de la ataxia
cerebelosa no influye en la realizacién de la prueba (Figura 34 H). Por lo tanto, el

tratamiento diario con rhVEGF-B tampoco mejora el comportamiento social.

Finalmente, se analizd el efecto del tratamiento continuo en la funcién motora de los
animales a P17, P25 y P30 (Figura 34 1). Una vez mas, La prueba ANOVA de una via con
medidas repetidas mostroé una interaccion entre los factores “edad de la prueba” y “grupo
experimental” (p < 0,001), debido a la gran disparidad de los datos, donde los ratones WT
mejoran su comportamiento motor con la edad (p < 0,001), mientras que en los grupos
experimentales PCD empeora, encontrando valores cercanos a 0 a P30 (p < 0,001 para
todos los grupos PCD). A continuacidn, realizamos el analisis estadistico para comparar los

grupos experimentales entre si dentro de cada edad.

De manerasimilar alo observado en el resto de las pruebas de comportamiento, existeuna
diferencia global entre el grupo de animales WT y los animales PCD, independientemente
del tratamiento (p< 0,001 en todas las edades y grupos experimentales PCD frente a WT).

Por otro lado, no encontramos diferencias entre los grupos experimentales PCD (p > 0,05).

En resumen, con estos datos podemos afirmar que el tratamiento diario con rhVEGF-B no

mejora la capacidad motora, cognitiva y social del ratén PCD.

Figura 34. Efecto del tratamiento diario con rhVEGF-B en el comportamiento a lo largo del proceso
neurodegenerativo del ratén PCD. (A-D) Anélisis de la memoria de reconocimiento: (A-C) Cuantificacién
del porcentaje de tiempo explorando el objeto familiar y novedoso a P17 (A), P25 (B) y P30 (C) de ratones
WT, PCD, PCD-NaCl y PCD-rhVEGFB (D) Tabla resumen del indice de discriminaciéon a P17, P25y P30y
el nimero de visitas totales a P30 en todos los grupos experimentales mencionados. El color azul indica
valores positivos, mientras que el rojo negativos o proximos a 0. (E-H) Andlisis del comportamiento social:
(E-G) Cuantificacién del porcentaje de tiempo explorando el animal u objeto a P17 (E), P25 (F) y P30 (G) de p>
ratones WT, PCD, PCD-NaCl y PCD-rhVEGFB (H) Tabla resumen del indice de sociabilidad a P17, P25 y
P30y numero de visitas totales al animal y al objeto a P30 en los distintos grupos animales usados. El color
azul indica valores positivos, mientras que el rojo negativos o préximos a O. (1) Anélisis del comportamiento
motor a P17, P25 y P30 de los grupos experimentales mencionados anteriorpmente. Notese que el
tratamiento diario con rhVEGF-B no mejora ninguna de las capacidades analizadas, ya sea memoria de
reconocimiento, sociabilidad o coordinacién motora.* p< 0,05; ** p< 0,01
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Efecto del tratamiento a nivel histolégico

Una vez mas, con el fin de evaluar el efecto del tratamiento diario de rhVEGF-B sobre la
supervivencia celular, analizamos la densidad lineal de las células de Purkinje a P30.
Cualitativamente, se observé una reduccion notable en la densidad celular en los ratones
PCD -independientemente del tratamiento- (Figura 35 A-D). La cuantificaciéon
subsiguiente se llevd a cabo atendiendo a la densidad lineal de las células de Purkinje en el
vermis completo, es decir, incluyendo los diez l6bulos. Observamos una reduccién
significativa en todos los grupos experimentales PCD (p PCD = 0,003; p PCD-NaCl <
0,001; p PCD-rhVEGFB = 0,002 p valorrespecto a WT) comparados con los animales WT
(Figura 35 E). Sin embargo, no observamos diferencias entre los ratones PCD, PCD-NaCly

PCD-rhVEGFB (Figura 35 F; p>0,05).
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Por lo tanto, el tratamiento diario con rhVEGF-B no produce un efecto neuroprotector en
los ratones PCD. Estos datos sumados a los de comportamiento anteriores nos hicieron
descartar el aumento en la frecuencia de administracién de rhVEGF-B como tratamiento
de eleccién. Es mas, dado el éxito del tratamiento de esta sustancia administrada cada dos

dias, todo apunta a un efecto deletéreo de la misma a dosis excesivas.

Por todo ello, decidimos continuar la investigacién sobre el origen de la recuperacién
funcional e histoldgica propiciada por el tratamiento mas eficaz de los analizados: rhVEGF-

B inyectado cada dos dias.

ANALISIS AVANZADO DEL EFECTO NEUROPROTECTOR DE rhVEGF-B

Una vez comprobados los efectos neuroprotectores del tratamiento con rhVEGF-B
administrado cada dos dias sobre la densidad celular y las funciones cerebelosas asociadas
con el comportamiento motor, cognitivo y social, decidimos realizar un andlisis avanzado
de esta neuroproteccion, para determinar su posible origen. En primer lugar, las mejoras
observadas en el comportamiento motor nos llevaron a estudiar el mdsculo esquelético,
dado que resultados previos de nuestro laboratorio demostraron que es un factor a tener
en cuenta (Diaz et al, 2018). Posteriormente, analizamos la calidad mitocondrial en las
células de Purkinje, por ser una de las estructuras subcelulares afectadas por la mutacién
y que mas pueden comprometer el funcionamiento neuronal (Cheng et a/, 2010; Bader y
Winklhofer, 2020). Ambos andlisis los realizamos en ratones WT, PCD y PCD-rhVEGFB;
no usamos el grupo PCD-NaCl con el fin de reducir animales de experimentacién, ya que
comprobamos que el sistema de administracion per seno produce cambios a nivel celular

ni del comportamiento en ninguna de las pautas seguidas.

Figura 35. Efecto del tratamiento continuo con rhVEGF-B a nivel histolégico a P30. (A-D)
Inmunofluorescencia para calbindina (Cb28k, rojo) en secciones sagitales de vermis cerebeloso de ratones
WT (A), PCD (B), PCD-NaCl (C) y PCD-rhVEGFB (D). (E, F) Cuantificacion del efecto del tratamiento
continuo en la supervivencia de las células de Purkinje en el vermis completo de los cuatro grupos
experimentales analizados (E), y excluyendo el dato de ratones WT (F). Como se puede apreciar, el
tratamiento continuo con rhVEGF-B no mejora la supervivencia celular. * p< 0,05, ** p < 0,01. Barra de
escala 500 pm.
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Andlisis del musculo esquelético

Aunque el aumento de la densidad de células de Purkinje se relaciona con una mejoraen el
comportamiento motor, estudios previos han mostrado que también puede deberse auna
mejora en el musculo esquelético (Diaz et al, 2018). Ademas, otros autores han
demostrado que el tratamiento con factores neurotréficos produce mejoras en la
estructura muscular de ratones PCD, lo que se asocia con un incremento en la
coordinaciéon motora (Carrascosa et al,, 2004). Finalmente, uno de los lugares de expresién
mayoritaria del VEGFR1 es el misculo esquelético (Olofsson et al, 1996; Aase et al, 1999;
Capoccia et al, 2009; Bry et al, 2014). Por todo ello, decidimos analizar este tejido
adicionalmente al cerebelo. Este andlisis se basdé en tinciones histologicas con
hematoxilina-eosina del musculo esquelético —-cortado longitudinal y transversalmente-
de animales WT, PCD y PCD-rhVEGFB a P30. En el corte longitudinal (Figura 36 A),
analizamos la longitud y anchura medias de cada fibra muscular, obteniendo su longitud
mayor (Figura 36 C) y menor (Figura 36 D), respectivamente. Mediante el andlisis del

musculo en posicion transversal (Figura 36 B), analizamos el area transversal media de

cada fibra (Figura 36 E; ver Material y Métodos).
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Figura 36. Efecto del tratamiento con rhVEGF-B sobre el misculo esquelético a P30. (A, B) Microfotografias
del musculo esquelético de un ratén WT cortado longitudinalmente (A) y transversalmente (B). (C, D)
Estimacién de la longitud del eje mayor (C) y menor (D) del musculo esquelético en seccién longitudinal. (E)
Cuantificacion del drea de las fibras musculares cortadas transversalmente. Obsérvese que no hay diferencias
entre los grupos experimentales en ninguna disposicién de corte. Barra de escala 50 um.
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El test estadistico de Kruskal-Wallis no mostré diferencias entre los grupos
experimentales ni en seccién longitudinal, ya sea considerando la longitud mayor o menor,
ni en posicion transversal (Figura 36 C-E; p> 0,05). Por lo tanto, la mejora en la realizacion
de las pruebas motoras no parece deberse a un efecto del rhVEGF-B en el musculo
esquelético. De esta manera, el origen de esta mejora se puede considerar -al menos en

gran medida- de tipo cerebeloso.

Implicacion de la mitocondria

Como se ha comentado en la /ntroduccionde esta Tesis Doctoral, los ratones PCD sufren
una disfuncién mitocondrial, donde se observa que las mitocondrias de las células de
Purkinje son mas pequenas, mas redondas y menos numerosas que aquellas procedentes
de ratones WT (Gilmore-Hall et a/, 2019). Sin embargo, estos estudios se realizaron
principalmente en cultivos de células de Purkinje alrededor de P25, donde Ila
neurodegeneracion cerebelosa es patente. Por ello, en la presente Tesis Doctoral hemos
abordado el estudio de la mitocondria en los ratones mutantes de una forma mas

longitudinal con dos objetivos.

En primer lugar, quisimos conocer cudndo comienza la disfuncién mitocondrial y cémo
avanza con la neurodegeneracion cerebelosa; para ello, analizamos varios marcadores
mitocondriales relacionados con el correcto funcionamiento de estos organulos en las
células de Purkinje de ratones WT y PCD a P10 -antes del comienzo de cualquier signo
degenerativo-, P15 -el comienzo de la preneurodegeneraciéon-y P25 -momento en el que

las células de Purkinje estan muriendo-.

En segundo lugar, analizamos si el tratamiento con rhVEGF-B administrado cada dos dias
modifica estos marcadores mitocondriales (alterados en los ratones mutantes), paralo que
usamos un nuevo grupo de animales tratados con rhVEGF-B y llevamos a cabo el andlisis a
P25, edad a la que los efectos del tratamiento fueron mas Ilamativos, lograndose una

protecciény supervivencia maxima de las células de Purkinje.

Para ambos objetivos hemos utilizado marcadores de la capacidad de la fosforilaciéon
oxidativa, asi como aquellos implicados en la respuesta al estrés y que se activan tras la
disfuncién mitocondrial. En primer lugar, analizamos la expresién de la subunidad 1 de la
enzima citocromo c oxidasa (MTCO128), un componente de la cadena transportadora de

electrones. Por otro lado, para el andlisis de la respuesta al estrés, estudiamos la expresion

28 Del inglés Mitochondrially Encoded Cytochrome C Oxidase |
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de la enzima piruvato carboxilasa (PCx??), que se encuentra presente en la mitocondria e
interviene en el mantenimiento de una concentraciéon adecuada de varios componentes
del ciclo de Krebs, y de la serina hidroximetiltransferasa 2 (SHMT2%), una enzima

imprescindible en el ciclo del folato que ocurre en la mitocondria.

Cambios mitocondriales asociados a la mutacion ped

Para evaluar posibles cambios en los marcadores mitocondriales elegidos, utilizamos la
medida de la densidad integrada, que analiza la intensidad de cada marcaje y su area
ocupada, relativizandolo al area del soma neuronal (Ver Material y Métodos). Estos andlisis
se llevaron a cabo en ratones WT y PCD a P10, P15 y P25, es decir, antes y durante el
proceso neurodegenerativo de los ratones mutantes. Para realizar este estudio,
analizamos de forma general todas las medidas de intensidad posibles segtin el umbral de
exposicion o threshold de cada imagen (entre O, o nula exposicion, y 255 o saturacion

total).

A continuacion, para un andlisis mas preciso, elegimos un threshold representativo para
cada marcador, de manera que definiese unaintensidad del marcaje resultante nitida, pero
sin llegar a la saturacion. Este thresholdfue el mismo a lo largo de las edades analizadas:

para MTCO1y PCx elegimos el thresholdnimero 40,y para SHMT?2, el 25.

A P10 observamos cambios en todos los marcadores utilizados (Figura 37). El analisis
general de MTCO1 mostroé una disminucion de expresion en los ratones PCD con respecto
a los WT (Figura 37 A). La prueba no paramétrica U de Mann-Whitney del threshold
individual 40 revel¢ diferencias significativas entre los grupos experimentales (Figura 37
B; p=0,029). Por otro lado, el andlisis general de PCx mostré un aumento de expresion en
ratones PCD con respecto a los animales WT (Figura 37 E). Cuando realizamos el analisis
individual, también encontramos diferencias significativas entre ambos grupos
experimentales (Figura 37 F; p=0,029). Finalmente, de manera similar, encontramos un
aumento en la expresion de SHMT2 en ratones PCD frente a los WT (Figura 37 1). De
nuevo, este aumento se vio reflejado en el andlisis individual, donde encontramos

diferencias significativas entre los grupos experimentales (Figura 37 J; p=0,029).

El estudio a P15 también mostré diferencias entre los grupos experimentales (Figura 38).
En el andlisis general de los Threshold observamos diferencias entre los grupos

experimentales en todos los marcadores analizados (Figura 38 A, E, 1). El analisis individual

29 Del inglés Pyruvate Carboxylase
30 Del inglés Serine Hydroxymethyltransferase 2
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mostré una disminucion significativa de la expresion de MTCO1 en ratones PCD frente a
WT (Figura 38 B; p=0,029). Por su parte, PCx aumenté su expresion en ratones PCD en
comparacion con los ratones WT (Figura 38 F; p=0,029), asi como SHMT2, donde también

encontramos diferencias significativas (Figura 38 J; p=0,029).

Finalmente, a P25 también observamos diferencias entre los grupos experimentales
(Figura 39). De forma similar, el analisis de MTCO1 mostré una expresion reducida en los
ratones PCD frente a WT (Figura 39 A), mostrando diferencias significativas entre los
grupos experimentales (Figura 39 B; p=0,029). Sin embargo, no encontramos cambios en
la expresion de PCx entre ratones WT y PCD, ni de forma general (Figura 39 E; p > 0,05),
ni en el andlisis individual (Figura 39 F; p> 0,05). Finalmente, el analisis de SHMT2 mostré
un aumento de la expresiéon en ratones PCD frente a WT (Figura 39 J; p=0,029), que fue

similar a lo observado en el resto de las edades analizadas.

Estos datos ponen de manifiesto por primera vez que existe una disfuncién mitocondrial
antes incluso del comienzo de la preneurodegeneracion. Esta disfunciéon provoca un
aumento de la respuesta al estrés mitocondrial, mediada por PCx y SHMT2. Sin embargo,
a P25, los mecanismos protectores mediados por PCx decaen, debido probablemente a la

notable muerte celular que estd ocurriendo en los ratones mutantes.
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Figura 37. Efecto de la mutacién pcd sobre la calidad mitocondrial a P10. (A-D) Anilisis de MTCO1: (A, B)
Cuantificacion de la densidad integrada para los distintos valores threshold(A) y para el valor especifico 40 (B).
(C, D) Microfotografias de células de Purkinje marcadas con MTCO1 (verde) de ratones WT (C) y PCD (D). (E-
H) Anélisis de PCx: (E, F) Cuantificacién de la densidad integrada general (E) y del valor individual 40 (F). (G, H)
Inmunofluorescencia de PCx (rojo) en células de Purkinje de ratones WT (G) y PCD (H). (I-L) Anélisis de
SHMT2: (I, J) Cuantificacion de la densidad integrada general (I) y del valor del threshold 25 (J). (K, L)
Microfotografias de células de Purkinje marcadas con SHMT2 (rojo) de ratones WT (K) y PCD (L). Como se
puede apreciar, existe una disfuncién mitocondrial desde P10, donde se observa una reduccién de los niveles
de MTCO1 y un aumento en PCxy SHMT2. Barra de escala 10 pm. * p< 0,05.

105



MTCO1 PCX SHMT2

3014 15+ 151
m m o WT
Ol B ] - PCD
80 ppd{ B 1047 2 104
2 ] % =
£ E £
= ° b=l
g8 ] s
5 104 w59 ‘T 5
g 5 g
A =l o N
0 . — 0 : v | o4 — ; '
100 150 200 100 150 200 50 100 150 200
Threshold Threshold Threshold
A4
B 304 * F * J 15+ *
[} m m
-] <, { -]
@ | 4 L
% & %
g 204 & 2 ° k3 104 o
£ 1 = £
h-] = h-] —I—
3 o = 2 3 .
ng— [E\ E g 59 Les -
7} L 1 2 [
=] o a2 [5; (=)
o ot o
WT PCD WT PCD WT PCD

MTCQL

Figura 38. Efecto de la mutacién pcd'sobre en la calidad mitocondrial a P15. (A-D) Anélisis de MTCO1.: (A, B)
Cuantificacién de la densidad integrada para los distintos valores threshold (A) y para el valor especifico 40
(B). (C, D) Microfotografias de células de Purkinje marcadas con MTCO1 (verde) de ratones WT (C) y PCD (D).
(E-H) Andlisis de PCx: (E, F) Representacion grafica de la densidad integrada general (E) y del valor individual
40 (F). (G, H) Inmunofluorescencia de PCx (rojo) en células de Purkinje de ratones WT (G) y PCD (H). (I-L)
Andlisis de SHMT2: (1, J) Cuantificacion de la densidad integrada general (1) y del valor del threshold 25 (J). (K,
L) Microfotografias de células de Purkinje marcadas con SHMT2 (rojo) de ratones WT (K) y PCD (L). Nétese la
marcada reduccion de MTCO1, y el aumento de PCx y SHMT2 en los ratones PCD. Barra de escala 10 um. * g
<0,05.
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Figura 39. Efecto de la mutacién pcd'sobre en la calidad mitocondrial a P25. (A-D) Anélisis de MTCO1.: (A, B)
Representacién grafica de la densidad integrada para los distintos valores threshold (A) y para el valor
especifico 40 (B). (C, D) Microfotografias de células de Purkinje marcadas con MTCO1 (verde) de ratones WT
(C) y PCD (D). (E-H) Anlisis de PCx: (E, F) Andlisis de la densidad integrada general (E) y del valor individual 40
(F). (G, H) Inmunofluorescencia de PCx (rojo) en células de Purkinje de ratones WT (G) y PCD (H). (I-L) Andlisis
de SHMT2: (1, J) Cuantificacion de la densidad integrada general (I) y del valor del threshold 25 (J). (K, L)
Microfotografias de células de Purkinje marcadas con SHMT2 (rojo) de ratones WT (K) y PCD (L). Como se
puede observar, existe una notable reduccién de MTCO1. Sinembargo, larespuesta al estrés mediada por PCx
termina a esta edad, aunque se sigue observando un aumento en SHMT2. Barra de escala 10 um. * p< 0,05.
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Efecto del tratamiento con rhVEGF-B en la calidad mitocondrial

Una vez comprobada la influencia de la mutaciéon pcd sobre la calidad mitocondrial,
decidimos analizar si el tratamiento con rhVEGF-B normaliza los parametros alterados en
los ratones mutantes. Por tanto, analizamos la expresién de los marcadores mencionados
anteriormente en ratones WT, PCD y PCD-rhVEGFB a P25 (Figura 40).

Comenzando con MTCO1, de manera general observamos en los animales PCD-rhVEGFB
unos valores similares a los ratones WT (Figura 40 A). La prueba no paramétrica Kruskal-
Wallis mostré diferencias significativas entre los ratones PCD con respecto a WT (p =
0,008) y PCD-rhVEGFB (Figura 40 B; p < 0,001). Por su parte, los ratones WT y PCD-
rhVEGFB no mostraron diferencias significativas entre ellos (p > 0,05). Sin embargo,
observamos un aumento de PCx en los ratones tratados con rhVEGF-B (Figura 40 D),
encontrando diferencias significativas con los grupos experimentales WT (p = 0,023) y
PCD (Figura 40 E; p = 0,032). Finalmente, el analisis de SHMT2, mostré un aumento de
expresion en los animales PCD -independientemente del tratamiento- con respecto a los
ratones WT, encontrando diferencias significativas (Figura 40 G, H; pPCD = 0,024; pPCD-
rhVEGFB = 0,014, p valor respecto a WT). Ademas, no se observan diferencias entre los
animales PCD y PCD tratados con rhVEGF-B (p > 0,05).

Por tanto, el tratamiento con rhVEGF-B parece normalizar los niveles de MTCO1 que se
encuentran reducidos en animales mutantes. Sin embargo, no parece normalizar la
respuesta al estrés mitocondrial, ya que, en ambos casos, se encuentra al alza; es mas, en
el caso de PCx se mantiene extendida hasta P25. Todo ello sugiere una recuperacién

parcial de la calidad mitocondrial.
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Figura 40. Efecto del tratamiento con rhVEGF-B en la calidad mitocondrial a P25. (A-C) Anélisis de MTCO1:
(A, B) Representacion grafica de la densidad integrada general (A) y del Threshold40 (B) en ratones WT, PCD
y PCD tratados con rhVEGF-B. (C) Inmunoflurescencia para MTCO1 (verde) en células de Purkinje de ratones
PCD-rhVEGFB. (D-F) Andlisis de PCx: (D, E) Representacion grafica de la densidad integrada general (D) y del
Threshold 40 (E). (F) Inmunofluorescencia para PCx (rojo) de células de Purkinje de ratones PCD-rhVEGFB.
(G-1) Andlisis de SHMT2: Representacion grafica de la densidad integrada general (D) y del Threshold 25 (E).
(F) Inmunofluorescencia para SHMT2 (rojo) de células de Purkinje de ratones PCD-rhVEGFB. Nétese el
aumento de MTCO1 en los ratones tratados con rhVEGF-B. Sin embargo, el tratamiento no parece recuperar
los niveles de PCxy SHMT2 a valores normales. Barra de escala 10 um. * p< 0,05; ** p< 0,01.
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DISCUSION






En la presente Tesis Doctoral se ha llevado a cabo la blsqueda de sustancias con posible
uso terapéutico contra la neurodegeneracién mediante el screening de varios factores
neurotroficos que intervienen en el crecimiento, el desarrollo y la proteccién neuronal. En
concreto, se haanalizado la expresidn de /gf-1, Bdnf, Vegf-Ay Vegf-Balo largo del proceso
degenerativo que afecta al cerebelo del ratén PCD. Ademas, se ha evaluado la capacidad
neuroprotectora de las proteinas recombinantes humanas de los factores neurotréficos
que se encontraron alterados en dicho modelo: IGF-1y VEGF-B. Asi, hemos comprobado,
por un lado, que no existe una mejora tras el tratamiento farmacolégico con rhiIGF-1y, por
otro, la eficacia del tratamiento con rhVEGF-B. En este sentido, la administracion de este
Gltimo compuesto mostré de forma global una neuroproteccién en los ratones mutantes,
tanto a nivel histolégico como del comportamiento. Finalmente, observamos que VEGF-B
desempena un papel fundamental en la calidad mitocondrial, permitiendo una
recuperacion parcial del estado de estos organulos citoplasmaticos. A continuacién, se
discutiran todos estos resultados comparandolos con la bibliografia existente y siempre

desde un punto de vista traslacional.

BUSQUEDA DE NUEVAS MOLECULAS CON USO TERAPEUTICO:
CAMBIOS EN LA EXPRESION DE IGF-1 Y VEGF-B EN EL RATON
MUTANTE PCD

Para la busqueda de nuevas sustancias terapéuticas llevamos a cabo el analisis génico y
proteico de varios factores neurotroéficos en el cerebelo, region encefalica de interés en
esta Tesis Doctoral. Adicionalmente, también realizamos el estudio de la produccién de las
proteinas correspondientes en el plasma sanguineo. Como resultado, encontramos

diferencias en dos de los factores analizados, IGF-1y VEGF-B.

En el caso de IGF-1, observamos cambios a P25 y a P40 en los ratones PCD. A P25 vimos
un aumento de expresion génica que se correspondia con el aumento de produccion
proteica en el cerebelo de ratones PCD. Sin embargo, a esta misma edad observamos una
disminucion de la proteina en plasma. En primer lugar, es necesario tener en cuenta que el
IGF-1 se produce en todos los tipos celulares del SNC (Bach et al, 1991; Bondy y Lee,
1993). A pesar de ello, la expresion de mRNA del IGF-1 en el encéfalo es relativamente
baja, por lo que es de vital importancia su produccién a nivel periférico (Fernandez y
Torres-Aleman, 2012), siendo esta mas del 70% de la produccién total (Botusan et al,
2018).
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En este sentido, a P25 parece que el cerebelo demanda grandes cantidades de IGF-1 por
lo que encontramos un aumento de expresién génica y proteica en esta estructura,
acompanado de unareduccién ensangre. Debemos recordar que a P25 enlos ratones PCD
se esta produciendo una muerte de células de Purkinje muy rapida y agresiva (Mullen et
al, 1976; Baltanas, et al, 2011a), y que el IGF-1 tiene efectos neuroprotectores que
favorecen la regeneracion axonal o la remielinizacion, entre otros (McMorris et al, 1993;
Yao et al, 1995). Asi, una posible hipotesis seria que la produccién periférica de IGF-1 esta
viajando al encéfalo para cubrir esas necesidades, ya que los niveles de produccion de IGF-
1 intrinsecos del encéfalo resultan bajos ante su gran demanda (Fernandez y Torres-

Aleman, 2012).

Por su parte, a P40 encontramos un aumento de expresion génica, que no se corresponde
con la expresion proteica en el tejido cerebeloso (siendo esta similar a la de los ratones
WT), pero si encontramos un aumento en el plasma sanguineo. Por tanto, estamos ante una
situacion opuesta: a pesar del aumento de expresidon génica en el cerebelo, la cantidad
proteica de IGF-1 se mantiene similar en esta zona, mientras que aumenta en el plasma. A
P40 la degeneracién de las células de Purkinje ya se puede considerar concluida; sin
embargo, el efecto de la mutacién pcd provoca a esta edad la degeneracién de otras
poblaciones celulares (Mullen et al, 1976; Blanks et al, 1982; Fernandez-Gonzalez et al,
2002). De esta manera, debido a los efectos sistémicos que presenta este factor
neurotroéfico (Laron, 2001; Yakar y Adamo, 2012), esta demanda génica de IGF-1 parece
deberse a otras situaciones fisiopatoldgicas que estan ocurriendo fuera del cerebelo, e

incluso fuera del encéfalo (Baltanas et al/, 2021).

Por su parte, para VEGF-B encontramos fluctuaciones a P15 y P20. A P15 aumenta la
expresion génica en los ratones PCD, lo que se corresponde con un incremento en la
produccion proteica en el cerebelo. Sin embargo, a esta edad no vimos alteraciones en la
expresion proteica en plasma sanguineo. La produccién de VEGF-B se da en la mayoria de
las células neurales (Sun et al, 2004; Li et al, 2014), por lo que todo apunta a que su
fluctuacién sea principalmente local. Debemos recordar que el comienzo de la
preneurodegeneracion cerebelosa del ratén PCD se estima alrededor de P15, con
alteraciones citoplasmaticas y nucleares en las células de Purkinje (Baltanas et a/, 2011a,

2011b, 2019; Mufoz-Castafieda et al, 2018).
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El aumento de VEGF-B puede estar asociado al comienzo de esta fase de la degeneracién
cerebelosa, ya que se ha demostrado que tras el dafio neuronal se produce un aumento de
VEGF-B, con una funcién importante en el proceso de reparacion celular (Nag et al, 2002).
No solo eso, VEGF-B esta intimamente relacionado con la calidad mitocondrial (Olsson et
al, 2006; X. Li et al, 2008; Dhondt et a/,, 2011), y varios estudios muestran que el PCD
sufre la disfuncién de estos organulos (Chakrabarti et a/, 2009; Gilmore-Hall et a/, 2019).
Estos datos se han verificado /n vitro o in vivoen animales mutantes en etapas avanzadas
de la neurodegeneracién, por lo que, hasta ahora, se desconocia el comienzo de la
disfuncion mitocondrial. Nuestros resultados demuestran que este podria estar

relacionado con el aumento de VEGF-B en el cerebelo también a P15 (ver méas adelante).

Por otro lado, a P20 encontramos una reduccién de la expresion tanto a nivel génico en el
cerebelo como proteico en plasma sanguineo, sin que hubiese cambios en la produccién
proteica en el tejido cerebeloso. Alrededor de P20 comienza la muerte de las células de
Purkinje (etapa degenerativa propiamente dicha). Sin embargo, en este momento
observamos una reduccion de la expresién cerebelosa de Vegf-Ben los ratones mutantes.
Otra de las funciones de VEGF-B es su efecto antiapoptético, que promueve la
supervivencia celular. Este efecto lo realiza mediante su interaccion con el receptor
VEGFR1, induciendo la expresidon de genes antiapoptéticos, como Bc/-2 e inhibiendo
aquellos proapoptéticos como los de la subfamilia BH3 y proteinas relacionadas con la
muerte celular, incluidas p53 y miembros de la familia de las caspasas (Y. Li et a/, 2008).
Curiosamente, a P22 en los ratones PCD encontramos una disminucién de proteinas
antiapoptoticas, como Bc/-2(Gillardon et al, 1995). En este sentido, VEGF-B podria estar
generando un ambiente antiapoptético y neuroprotector mientras su expresion se
encuentra al alza, razén por la cual, tras la disminucién de su expresiéon, encontramos un
aumento de la muerte celular programada, debido a la alteracion en los niveles de
proteinas apoptéticas. En este sentido, el aumento de VEGF-B seria transitorio y marcado
Unicamente en las fases iniciales de la degeneracién cerebelosa, como ocurre en otros
modelos de Parkinson, donde existe una regulacién al alza tras el dafio neuronal (Falk et
al, 2009). Tal y como se discutird mas adelante, los resultados correspondientes al retraso
de la apoptosis de las células de Purkinje tras el tratamiento con rhVEGF-B, asi como el

analisis de la calidad mitocondrial apoyan esta hipotesis.
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Teniendo en cuenta todo lo anterior, como se puede comprobar, cada factor neurotréfico
gue se encuentra alterado por la mutacién pcd parece guardar relacién con una etapa del
proceso degenerativo cerebeloso. Inicialmente, encontramos cambios en VEGF-B
correspondientes con las etapas tempranas de este proceso: P15 -cuando comienza la
preneurodegeneracion-y P20 -el comienzo de lamuerte neuronal-. Posteriormente, IGF-
1 aumenta su expresién en etapas mas tardias: P25 -en plena muerte neuronal-y P40 -

fin del proceso degenerativo del cerebelo-.

El patrén de expresién de estos dos factores neurotréficos nos fue muy util para crear un
diseno experimental (que se discutird a continuacion), segun el cual tratamos a los ratones
PCD conrhIGF-1yrhVEGF-B. En ambos tratamientos, usamos un grupo sAamde animales
PCD tratados con NaCl para comprobar el efecto de las inyecciones continuas, ya que,
como se apunté con anterioridad, el uso repetido estas pueden producir un serio estrés
debido alainmovilizacion, los efectos irritantes acumulativos o el dafo de la aguja (Morton
etal,2001).

EL rhiIGF-1 NO PRODUCE UN EFECTO NEUROPROTECTOR EN LOS
RATONES PCD

Los resultados obtenidos tras el analisis génico y proteico de IGF-1 nos permitieron
establecer un patréon de administracion de rhiGF-1 a ratones PCD. Puesto que las
alteraciones de IGF-1 en los animales mutantes comenzaron a P25, realizamos el
tratamiento desde P20 a P30, es decir, cinco dias antes del comienzo de los cambios, y
extendiéndonos un tiempo después de estos, con una pauta de administracion diaria. Esta
estrategia de administracion se adecué a estudios previos que evaluaron las propiedades
terapéuticas de rhlGF-1 en modelos animales de diversas enfermedades
neurodegenerativas. En todos ellos, la pauta de administracién fue continua y diaria
durante largos periodos de tiempo (Castro et al, 2014; Puche et al, 2016; Song et al, 2018,
entre otros). Durante todo el tratamiento se monitorizé el peso corporal de los ratones de
todos los grupos experimentales. El efecto neuroprotector del rhiGF-1 administrado se
comprobé mediante pruebas de comportamiento para medir la capacidad motora,
cognitiva y social, asi como con la cuantificacion de las células de Purkinje supervivientes
a P30.
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El rhIGF-1 produce un aumento del peso corporal en los ratones PCD

Durante todo el tiempo que durd el tratamiento con rhiGF-1, se monitorizé el peso
corporal de los ratones de todos los grupos experimentales. Gracias a esta medicién
observamos un menor peso corporal de los ratones mutantes en comparacién con los WT,
tal y como se habia descrito previamente (Mullen et al,, 1976; Landis y Mullen, 1978; Wang
y Morgan, 2007). Ademas, encontramos una recuperacion del peso en los ratones tratados
con rhlGF-1, llegando a valores similares a los de los ratones WT. En primer lugar, hay que
tener en cuentaque el IGF-1 es un potente factor de crecimiento que estimula el desarrollo
del cuerpo de forma sistémica y tiene efectos promotores del crecimiento en casi todas las
células del cuerpo, ya sea musculo esquelético, cartilago, hueso o células nerviosas (Laron,
2001; Yakar y Adamo, 2012). Por otro lado, son varios los estudios que encajan con
nuestros resultados, al demostrar que tras el tratamiento con IGF-1 se obtiene un
aumento del peso corporal en los animales de investigacion (Carrascosa et al, 2004;
Castro et al, 2014). Por tanto, el tratamiento con rhIGF-1 recupera la pérdida de peso
corporal observada en los ratones PCD; como veremos, este fue el Unico efecto

beneficioso encontrado en nuestro estudio.

El tratamiento con rhIGF-1 no influye en el comportamiento de los ratones PCD ni

ralentiza su pérdida neuronal

Tradicionalmente se ha considerado al cerebelo como una estructura de integracién
sensoriomotora (Ito, 2006; Sillitoe y Joyner, 2007; Manto et al, 2012). Sin embargo, en las
ultimas décadas se ha demostrado que el cerebelo participa en otras funciones de tipo
cognitivo, afectivo y social, ademas de aquellas relacionadas con el lenguaje, la atenciény
la memoria (Reeber et al, 2013; Vozeh, 2015; Mufioz-Castafieda et al,, 2018; Carta et al,
2019). En este sentido, tal y como se ha descrito en otros modelos animales entre los que
se incluye al ratén PCD, la afectacion del cerebelo puede provocar la aparicion de
alteraciones en todas estas funciones (Landis y Mullen, 1978; Goodlett et a/, 1992; Le
Marecy Lalonde, 1997; Tuma et al, 2015; Diaz et al, 2018; Munoz-Castaneda et al, 2018).
Ademas, dichas alteraciones se han detectado en personas con CONDCA, portadoras de
una mutacion analoga a la de los ratones PCD (Shashi et al, 2018; Sheffer et al, 2019;
Baltanas et al, 2021).
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No solo eso, sino que el cerebelo también aparece como una estructura clave en la
comprensién de trastornos del neurodesarrollo, como el trastorno del espectro autista
(Fatemi et al, 2012; Tsai et al, 2012), donde se observan alteraciones cerebelosas
caracterizadas por una pérdida de las células de Purkinje (Fatemi et a/, 2012; Bozdagi et
al, 2013). Conviene recordar que estas neuronas constituyen una pieza clave en el
funcionamiento del cerebelo al recoger e integrar toda la informacién de la corteza
cerebelosa. De este modo, la pérdida selectiva de las células de Purkinje puede ser
responsable de las dificultades para la ejecucion de movimientos complejos en las
personas con trastornos del espectro autista, asi como de sus problemas a la hora de

relacionarse socialmente.

Las pruebas de comportamiento motor, cognitivo y social también permitieron evaluar si
existe un efecto neuroprotector de rhIGF-1 sobre la neurodegeneracion de las células de
Purkinje en el ratén PCD. Desafortunadamente, no encontramos mejoras en ninguna de
las pruebas realizadas: ni en las que evaluaron la memoria de reconocimiento, ni el
comportamiento social, ni tampoco en las de coordinacion motora. En todas ellas, los
ratones mutantes tratados con rhiGF-1 se comportaban de forma similar a los ratones
PCD sin tratar. Tras el sacrificio de los animales a P30, analizamos la supervivencia de
células de Purkinje. En este caso, tampoco encontramos diferencias entre los ratones
mutantes tratados con rhIGF-1y los ratones PCD sin tratar, por lo que podemos confirmar
que el tratamiento con rhIGF-1 no ejerce un efecto neuroprotector sobre la degeneraciéon
cerebelosa presente en los ratones PCD vy, por tanto, tampoco recupera las funciones
cerebelosas alteradas. Por su parte, no encontramos diferencias en ninguna de las
variables analizadas en los ratones PCD debidas al efecto de las inyecciones continuas. Por
ello, podemos descartar la influencia del estrés en todos estos resultados, tal y como se ha

descrito en otras ocasiones (Du Preez et al, 2020; Li et al, 2022; Ryabinin et al, 1999).

Si atendemos a la bibliografia existente, nuestros datos resultan bastante sorprendentes.
En multiples estudios se ha mostrado una mejora en la funciéon motora tras el tratamiento
con IGF-1 en modelos animales con ataxia causada por diferentes etiologias (Hantai et a/,
1995; Zhang et al, 1996; Contreras et al, 1997; Saatman et al, 1997; Fernandez et al,
1998; Markowska et al, 1998; Fernandez et al, 1999; Carro et al, 2001; Lin et al, 2022).
De forma mas especifica, varios autores indican una mejora en la ataxia de los ratones PCD
tras el tratamiento con IGF-1, que se traduce en una mejor coordinacién motora. Sin
embargo, en estos trabajos no se menciond la proteccién de las células de Purkinje en el

cerebelo (Carro et al, 2001; Carrascosa et al., 2004).
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Asi pues, no esta claro si los efectos /n vivose dan rescatando las neuronas que degeneran
o modulando la funcion de las supervivientes (Nahm et a/, 2003). En todo caso, nuestros
resultados difieren de los publicados previamente, ya que no encontramos efectos
histolégicos -mediante un rescate de la densidad celular- ni funcionales -mediante la
mejora de la realizacién de las pruebas de comportamiento- tras el tratamiento con IGF-
1. Sin embargo, existe un estudio que apoya nuestros resultados: en 2003 Nahm et a/.
mostraron que la administracién exégena de IGF-1 no previno ni rescaté la muerte de las
células de Purkinje en su modelo de neurodegeneracién cerebelosa asociada a mutaciones
en los canales de calcio (Nahm et a/, 2003). Esto sugiere que las mejoras en la locomocién
observadas en los estudios previos tras el tratamiento con IGF-1 puedan deberse a una
mejora a nivel extracerebeloso o a través de las células de Purkinje supervivientes, como
se sugirié anteriormente. En el caso de las mejoras a nivel extracerebeloso, sabemos que
el IGF-1es captado por las neuronas delaolivainferior y transportado a través de las fibras
trepadoras hasta las células de Purkinje (Nieto-Bona et a/, 1993; Carro et al., 2000). Por
ello, no solo es necesario mantener unas concentraciones optimas de IGF-1 en el cerebelo,
sino que también parece importante que este sea transportado desde la oliva inferior a las
células de Purkinje (Fernandez et al, 1998). En el caso de la segunda opcidn, es decir, la
recuperacion del comportamiento motor mediante la mejora de las neuronas
supervivientes, todo apunta a que el IGF-1 no rescata las células de Purkinje que estan
muriendo (Nahm et a/, 2003), si no que los distintos resultados obtenidos sugieren que
este tratamiento es mas efectivo cuando comienza en etapas preneurodegenerativas,
ejerciendo un efecto protector y no de rescate neuronal. Quizas con otra pauta de
administracién mas prematura los resultados obtenidos hubiesen sido mas satisfactorios.
Desgraciadamente, la variaciéon de los niveles de IGF-1 a lo largo de la etapa degenerativa

cerebelosa del ratén PCD nos hizo desechar a prioriesta posibilidad.

Por otro lado, el IGF-1, como muchos otros péptidos, tiene una vida media corta y se
elimina rapidamente del torrente sanguineo tras la administracién sistémica (Torrado y
Carrascosa, 2003). Esta eliminacién se compensa mediante la unién de IGF-1 con
proteinas de union a IGF1 (IGFBPs®!), que lo trasladan de un lugar a otro a través de la

sangre.

31Del inglés /nsulin-like Growth Factor Binding Protein
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Esta puede ser otra explicacién de por qué nuestro tratamiento muestra diferencias con
respecto a otros estudios. La eliminacién mas o menos rapida depende de la dosis y el tipo
de formulacion. Asi, cuando administramos IGF-1 sin encapsular, las IGFBPs lo captan
rapidamente y se saturan, haciendo que lo que no queda unido a estas se degrade

(Daughaday y Rotwein, 1989; Carrascosa et al,, 2004).

En resumen, a pesar de que hay cierta evidencia de que IGF-1 produce un efecto
neuroprotector sobre la degeneracion cerebelosa, nuestros datos no mostraron mejoras
significativas. Por ello, no continuamos realizando mas andlisis con este factor

neurotroéfico.

EL rhVEGF-B EJERCE UN EFECTO NEUROPROTECTOR EN EL RATON
PCD

El screening de factores neurotréficos llevado a cabo en el primer objetivo mostré una
alteracién en los niveles de VEGF-B tanto a nivel génico como proteico en el ratén PCD.
Por ello, el siguiente objetivo de la presente Tesis Doctoral consistié en comprobar si el
tratamiento farmacolégico con este factor neurotréfico producia una mejora del estado
neurodegenerativo del raton PCD. Para ello, teniendo en cuenta la bibliografia existente,
segun la que la administracién de rhVEGF-B se encuentra espaciada en el tiempo (Arjunan
et al, 2018; Huang et al, 2016), el proceso degenerativo de los ratones mutantes
(Baltanas, Casafont, Weruaga, et al, 2011; Mullen et al, 1976; Wang y Morgan, 2007), y
los cambios encontrados en el primer objetivo de este proyecto, administramos rhVEGF-
B cada dos dias, desde P10 -cinco dias antes del comienzo de los cambios génicos y
proteicos-, hasta P20. Adicionalmente, tras constatar los resultados positivos
encontrados con esta pauta de administracion, decidimos probar con otra en la que lo
administramos diariamente a lo largo de las mismas edades descritas. El efecto
neuroprotector de los tratamientos se analiz6 mediante pruebas de comportamiento
motor, cognitivo y social, asi como con analisis histoldgicos. De esta manera, pudimos
comprobar que la pauta 6ptima de administracién era cada dos dias. Basandonos en ellay
en ultimo lugar, dimos un paso mas en el estudio de las bases de la neuroproteccion
ejercida por rhVEGF-B, mediante el andlisis del estado del musculo esquelético tras el

tratamiento, asi como su efecto sobre la calidad mitocondrial.
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Efecto de rhVEGF-B sobre el peso corporal

En primer lugar, analizamos el peso corporal de los ratones de los cuatro grupos
experimentales usados, tanto para el tratamiento cada dos dias como para el diario. Como
apuntamos anteriormente, notamos una clara reduccion en el peso corporal en los ratones
PCD en comparaciéon con los ratones WT, que aumenta a medida que avanza la
neurodegeneracion, tal y como se habia descrito anteriormente (Mullen et al, 1976;
Landis y Mullen, 1978; Wang y Morgan, 2007). Por otro lado, no encontramos diferencias
en el peso entre los ratones PCD estandar, los tratados con NaCl y los tratados con
rhVEGF-B -ya sea continuo o cada dos dias-. Asi, pudimos constatar que el tratamiento
con rhVEGF-B no produce efectos sobre el peso corporal y que la administracién continua
tampoco ocasiona cambios en estos animales, tal y como se ha reportado en otras
ocasiones (Ryabinin et al, 1999; Du Preez et al, 2020; Li et al, 2022). La ausencia de
efectos a este nivel es facilmente explicable, ya que, a diferencia de otros factores
neurotroéficos como el IGF-1 (Laron, 2001; Yakar y Adamo, 2012), el VEGF-B no ejerce un
efecto directo sobre el crecimiento de los tejidos, sino que este se relaciona con la
neuroproteccion (Sun et al, 2006; X. Li et al,, 2008; Poesen et al, 2008; Falk et al, 2009;
Yue et al., 2014) y la regulacion de la calidad mitocondrial (Olsson et al, 2006; X. Li et al.,
2008; Falk et al, 2010; Yue et al, 2014), tal y como veremos mas adelante.

El rhVEGF-B mejora el comportamiento motor, cognitivo y social del ratéon PCD

Para evaluar el efecto neuroprotector del tratamiento con rhVEGF-B cada dos dias,
Ilevamos a cabo el estudio de las capacidades motoras, cognitivas y sociales a lo largo del
tratamiento, a P17, P25 y P30. La administracion de rhVEGF-B provocé una mejora de
todas las funciones analizadas. En primer lugar, a P17 encontramos una recuperacion total
de la capacidad motora medida mediante el test Rotarod, siendo esta similar a la de los
ratones WT. Sin embargo, en edades posteriores, los ratones mutantes tratados
mantuvieron una motricidad intermedia entre los animales WT y los PCD sin tratar,
aunque no observamos una mejora progresiva debido al aprendizaje, tal y como ocurre
generalmente en los ratones WT (Buitrago et al,, 2004). Estos resultados son comparables
a lo observado en modelos animales de Parkinson, en los que el tratamiento preventivo
con rhVEGF-B mejord el comportamiento motor (Falk et al, 2011; Yue et al, 2014).
Asimismo, el tratamiento también consiguié recuperar completamente alguna de las
funciones alteradas en el modelo PCD, como la memoria de reconocimiento y la
preferencia social. Ambas funciones se mantuvieron similares a las de los ratones WT
hasta P30.
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Nuestros datos ponen de manifiesto por primera vez el efecto neuroprotector del
tratamiento con rhVEGF-B sobre el comportamiento ataxico, cognitivo y social, ya que,
hasta el momento, no habia estudios que mostrasen este efecto neuroprotector en
modelos de ataxia cerebelosa o de otras alteraciones cognitivo-afectivas. Como veremos
a continuacién, estos resultados se corresponden con la ralentizaciéon de la muerte

neuronal en el cerebelo de los ratones PCD.

El tratamiento con rhVEGF-B produce un efecto neuroprotector sobre las células

de Purkinje

Para comprobar el efecto del tratamiento con rhVEGF-B cada dos dias sobre la viabilidad
de las células de Purkinje, llevamos a cabo un andlisis de la densidad de este tipo de
neuronas y de las células apoptéticas a P30. Dados los resultados obtenidos, decidimos
repetirlo cinco dias antes (a P25) para entender mejor los pormenores de la mejora
encontrada, asi como de su extension temporal. En todo caso, para facilitar la discusién de

estos datos, los describiremos de forma cronolégica.

El andlisis de la supervivencia de células de Purkinje tras el tratamiento con rhVEGF-B
mostré una densidad neuronal similar a la de los ratones WT a P25. Sin embargo, a P30, a
pesar de que encontramos un aumento considerable del nimero de células de Purkinje en
los ratones tratados frente a los mutantes PCD, la densidad neuronal fue
significativamente menor que en los ratones WT. Por tanto, la proteccion inicial no se
mantuvo en el tiempo de una forma indefinida. En cualquier caso, nuestros datos
concuerdan con lo observado en otros modelos de neurodegeneracién. En modelos
animales de Parkinson, varios estudios han mostrado el efecto neuroprotector de VEGF-
B, ya que describen tras el tratamiento un aumento en la densidad neuronal acompanada
de lamejora en el comportamiento (Falk et al, 2009; Falk et al,2011; Yue etal,2014). Por
otro lado, se ha demostrado el efecto neuroprotector de VEGF-B en modelos de ELA, ya
que aumenta la densidad de las motoneuronas que tienden a morir por esta enfermedad
(Poesen et al, 2008). Ademas, el VEGF-B también ejerce un papel neuroprotector en la
reparacion de los nervios periféricos tras una lesién traumatica, por lo que sus efectos

protectores no solo se encuentran en el SNC (Guaiquil et al, 2014).

En cuanto al alcance temporal de los efectos del rhVEGF-B, nuestros datos sugieren que la
neuroproteccién ejercida se produce mientras se da el tratamiento, al menos a nivel

subcelular (ver mas adelante).
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Dichos efectos parecen prolongarse un poco mas, ya que a P25, a pesar de que el
tratamiento ha finalizado, todavia encontramos un efecto neuroprotector evidente. Por el
contrario, a P30, al haber pasado diez dias desde la finalizacién del tratamiento, y debido a
la rapida y agresiva degeneracién asociada a la mutacion pcd(Mullen et al, 1976; Wang y
Morgan, 2007; Baltanas, et a/, 2011a), la muerte de las células de Purkinje vuelve a ser
evidente, aunque de forma atenuada o retardada. Por otro lado, sabemos que los efectos
protectores de VEGF-B son preventivos. Los estudios realizados en modelos animales de
Parkinson mostraron que la administracién de VEGF-B antes del comienzo de los dafios
producia una mejora en el comportamiento, asi como en la densidad celular. Sin embargo,
la administracién tras el comienzo de la degeneracién no va acompanada de una
proteccion celular (Yue et al, 2014). Por tanto, puesto que el tratamiento comenzé a P10,
es decir, antes del comienzo de la muerte neuronal, observamos una mejora en los ratones
PCD. Sin embargo, esto no se mantiene en el tiempo, por lo que seria interesante evaluar
tratamientos mas prolongados o repetidos para conocer sus efectos en pleno proceso de

muerte celular.

A pesar de que no se conoce el mecanismo por el cual VEGF-B ejerce su accién
neuroprotectora, esta parece estar relacionado con la activacion del receptor VEGFR1,
gue se expresa en las neuronas (Poesen et a/, 2008; Dhondt et a/, 2011). Como posibles
efectos protectores se encuentran la inhibicion de la apoptosis o la mejora del
funcionamiento mitocondrial (Sun et al, 2006; X. Li et al, 2008; Falk et al, 2010), factores

que decidimos evaluar en lo concerniente al cerebelo.

Dadalarelacién entre el VEGF-B y la supresion de la muerte celular, decidimos realizar un
estudio de apoptosis en la capa de las células de Purkinje. A P25 encontramos un aumento
en la densidad de las células apoptdticas en ambos grupos experimentales PCD (tratados
y sin tratar). Este aumento fue mayor en ratones PCD sin tratar, encontrandose los ratones
tratados a mitad de camino entre los grupos WT y PCD. En cambio, a P30, vimos que las
células apoptéticas aumentaban considerablemente en los ratones mutantes tratados con
rhVEGF-B, obteniendo valores mas altos que en ratones WT y PCD sin tratar. Estos datos
sugieren que el efecto neuroprotector de VEGF-B se da mediante una inhibicién parcial o
un retraso de la apoptosis (Y. Li et al, 2008), al menos, hasta P25. Esto puede estar

ocurriendo por varios motivos.
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En primer lugar -de forma similar a lo explicado anteriormente-, podemos estar ante un
efecto neuroprotector residual del tratamiento, ya que este termina a P20. Por otro lado,
el aumento de apoptosis observado a P30 en los ratones tratados puede ser debido a que
encontramos una mayor densidad celular gracias a la neuroprotecciéon conseguida
anteriormente. En los ratones PCD, el porcentaje de células de Purkinje es muy reducido,
y la mayoria de estas se localizan en el I6bulo X, ya que exhibe cierta resistencia a la
neurodegeneracion (Wang y Morgan, 2007; Baltanas, et a/, 2011a; Martin et al, 2019;
Hernandez-Pérez et al, 2023). Asi, puesto que en los ratones tratados estamos retrasando
la muerte, encontramos una mayor densidad de células de Purkinje susceptibles de sufrir
danos en el DNA y de continuar su proceso de degeneracién, lo que se traduce en un
aumento del marcaje de apoptosis mediante la técnica TUNEL. Por ultimo, la degeneracion
neuronal observada en los ratones PCD es muy rapida y agresiva (Mullen et al, 1976;
Wangy Morgan, 2007; Baltanas, et al, 2011a), lo que reduciria la franja temporal en la que
observar células de Purkinje apoptéticas en los ratones sin tratar. Asi, el tratamiento
puede estar frenando la velocidad de muerte neuronal, permitiendo observar un mayor
namero de células apoptoticas en edades avanzadas de la neurodegeneracion. En esta
linea, otros tratamientos probados en ratones PCD muestran algo similar: tras el
tratamiento con el endocannabinoide oleiletanolamida los ratones mutantes exhiben una
neuroproteccién parcial a P30 que se va reduciendo hasta la muerte completa de las
células de Purkinje a P40 (Pérez-Martin et al, 2021; Pérez-Martin, 2022).

Finalmente, en todos los estudios histoldgicos realizados, tanto aquellos en los que
analizamos la supervivencia celular como la apoptosis, no encontramos diferencias cuando
analizamos el I6bulo X entre grupos experimentales. Esto se debe a la neurorresistencia
que exhibe este I6bulo, aprecidndose en todos los grupos de PCD una densidad celular
similar a la de los ratones WT, al menos hasta P30 (Baltanas, et a/, 2011a; Hernandez-
Pérez et al, 2023).

En resumen, la administracion de rhVEGF-B retrasa la muerte de las células de Purkinje,
provocando una mejora parcial en la coordinacion motora y una mejora total en las
funciones cognitivas y sociales, aunque estos efectos parecen disminuir conforme avanza

la neurodegeneracion.

124



La administraciéon excesiva de rhVEGF-B puede tener efectos deletéreos

Una vez comprobados los efectos neuroprotectores de rhVEGF-B sobre Ia
neurodegeneracion cerebelosa tras el tratamiento cada dos dias, y puesto que no hay
bibliografia suficiente sobre la pauta éptima de administracién de este factor neurotréfico,
tratamos a un nuevo grupo de animales con rhVEGF-B diariamente en las mismas edades
descritas, desde P10 a P20, de forma similar a las pautas de tratamiento con otros factores
neurotroéficos, como IGF-1 (Castro et al, 2014; Puche et al, 2016; Song et al, 2018).
Adicionalmente, usamos el grupo de ratones tratados con NaCl para comprobar el efecto

de las inyecciones diarias sobre los animales a esta edad temprana (Morton et a/, 2001).

Al igual que con el otro tratamiento con rhVEGF-B, para evaluar los efectos
neuroprotectores realizamos pruebas de comportamiento y analizamos la densidad de
células de Purkinje. En este caso no encontramos una mejora en ninguna de las variables
analizadas tras el tratamiento diario con rhVEGF-B. En primer lugar, en la realizacién de
las pruebas de comportamiento motor, cognitivo o social, los ratones tratados diariamente
mostraron unos resultados similares a los ratones PCD. Ademas, tampoco encontramos
diferencias en el anélisis de la supervivencia celular, sino que, al contrario de lo esperado,
en los ratones tratados diariamente con rhVEGF-B, la densidad celular fue similar a los
ratones PCD sin tratar. Por su parte, el tratamiento con NaCl mostré que estos resultados
tampoco se debian al efecto negativo de la administracion continua y diaria (Ryabinin et
al, 1999; Du Preez et al, 2020; Li et al, 2022). En ocasiones, una frecuencia o dosis de
administracién alta de un determinado tratamiento puede no ser tolerable o ser mejor o
peor que otras frecuencias o dosis mas bajas (Harvey et al, 2022). Es decir, el efecto
beneficioso de rhVEGF-B con respecto a la cantidad administrada parece presentar la
tipica curva en forma de U invertida. Otros tratamientos farmacolégicos en el ratén PCD
han mostrado un comportamiento similar. Tal es el caso de la oleiletanolamida, que no
provocd mejoras en la densidad de las células de Purkinje en los ratones PCD sometidos a
un tratamiento crénico, mientras que las dosis mas espaciadas o incluso Unicas fueron
mucho mas efectivas (Mufioz-Castafieda, 2015; Pérez-Martin et a/, 2021). En el caso de
los factores neurotréficos, una posible explicacidon a los resultados obtenidos es que, en
ocasiones, un aumento excesivo de estos factores puede tener un efecto deletéreo sobre
el desarrolloy supervivencia celular (Miquerol et a/, 2000). Por ello, es de vital importancia

la regulacion precisa de la administracién de este tipo de sustancias.
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A tenor de los resultados obtenidos, comprobamos que duplicar la tasa de administracion
del rhVEGF-B no optimizaba su efecto sobre la neurodegeneracién del ratén PCD, por lo
que determinamos que el tratamiento mas efectivo con esta sustancia era cada dos dias.
Asi pues, continuamos profundizando en la causa de |la mejora ejercida por el rhVEGF-B

solo en el caso de la pauta de administracién beneficiosa.

El tratamiento con rhVEGF-B no produce mejoras en el musculo esquelético

Las ataxias cerebelosas, ademas de estar asociadas a una problematica de dafio neuronal
primario, causan una atrofia muscular secundaria (Milne et a/, 2016). Por tanto, la mejora
funcional de los ratones tratados podria encontrarse no solo en la atenuacién de la muerte
de las células de Purkinje, sino también fuera del encéfalo. Ademas, estudios previos de
nuestro laboratorio demostraron que la mejora en la capacidad motora de los ratones PCD
tras untipo de terapia con células de la médula ésea se debe, en gran medida, a una mejora
de la capacidad muscular (Diaz et a/, 2018). No solo eso, otras publicaciones previas
también mostraron una mejora en la capacidad muscular de los ratones PCD tras el
tratamiento con factores neurotroéficos (Carrascosa et al, 2004). Por todo ello, en el
presente trabajo se analizé a P30 el musculo esquelético procedente del cuadriceps de
ratones WT, PCD y mutantes tratados con rhVEGF-B. No obstante, en nuestros analisis no
encontramos diferencias entre los grupos WT y PCD, ni tampoco hallamos ningun tipo de
variacion histolégica cuando analizamos las fibras musculares de los animales tratados con
rhVEGF-B. Estas diferencias con los estudios mencionados anteriormente pueden
deberse aquelaalteracion de las fibras musculares en los ratones PCD se detecté a edades
mucho mas avanzadas que las analizadas en la presente Tesis Doctoral (Carrascosa et al,
2004; Diaz et al, 2018).

Por lo tanto, nuestros datos apoyan una ausencia del efecto de la mutacion sobre la
morfologia muscular en etapas tempranas de la neurodegeneracion (al menos hasta P30)
y, ademads, sugieren que la mejora en el comportamiento de los ratones mutantes tras el
tratamiento sea casi exclusiva del aumento de la densidad neuronal en el cerebelo. En
nuestro laboratorio ya se habia detectado una mejora en el comportamiento motor de los
ratones PCD atribuida de forma casi exclusiva a una recuperacién de la degeneracién
cerebelosa gracias a otro tipo de tratamiento farmacolégico (Pérez-Martin et a/, 2021), lo

que apoya nuestra hipotesis.
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Andlisis de la disfuncion mitocondrial en el ratén PCD

Varios estudios han demostrado que el ratén mutante PCD sufre una alteracién
mitocondrial tanto morfolégica como funcional (Chakrabarti et a/, 2009; Chakrabarti et
al, 2010; Gilmore-Hall et al, 2019). Por ello, en la presente Tesis Doctoral, hemos llevado
a cabo el andlisis de las mitocondrias de los ratones mutantes para conocer en mayor
detalle laextension temporal de las alteraciones asociadas a la mutacién pcd, asi como para

evaluar una posible recuperacién funcional de estas tras el tratamiento con rhVEGF-B.

Efecto de la mutacion ped sobre la calidad mitocondrial

Una de las preguntas mas relevantes en el campo de las enfermedades
neurodegenerativas es por qué distintas poblaciones neuronales degeneran de forma
diferente. En los Gltimos afios se ha demostrado que la calidad mitocondrial desempena un
papel fundamental en el comienzo y la progresién rapida de ciertas enfermedades
neurodegenerativas, como la enfermedad de Parkinson (Gonzalez-Rodriguez et al, 2022).
Asi pues, parece que en la mayoria de estas enfermedades la disfuncion mitocondrial es el
principal factor implicado en el progreso de la patologia, pudiendo exacerbar la muerte
neuronal (Wang et al, 2019). En este sentido, el raton mutante PCD ofrece la oportunidad
de investigar estos aspectos, ya que sufre una rapida y drastica neurodegeneracion de las

células de Purkinje (Mullen et al, 1976).

Estudios previos han demostrado alteraciones mitocondriales en los ratones PCD durante
el proceso degenerativo, tanto a nivel morfolégico (Chakrabarti et a/, 2010), como en la
disminucion de las actividades complejas de la cadena respiratoria (Chakrabarti et al,
2009). Sin embargo, actualmente no se conoce cuando se produce el comienzo de dicha
disfuncién mitocondrial en este modelo animal. Determinar el momento de origen es de
gran importancia para establecer una ventana temporal éptima de tratamientos, para
intentar mejorar la funcién mitocondrial de forma preventiva antes del comienzo de su

disfuncion.

Para realizar este estudio, analizamos varios marcadores de la calidad mitocondrial a P10
(antes del comienzo de la neurodegeneracién, cuando no se observa ningln signo
degenerativo), a P15 (momento en el que comienza la preneurodegeneracion) y a P25
(edad en la que la degeneracion es patente; Mullen et al, 1976). Los marcadores fueron
MTCO1, PCxy SHMT2.
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En primer lugar, MTCO1 es la subunidad | de laenzima citocromo c oxidasa, una de las tres
subunidades codificadas por el DNA mitocondrial del complejo IV. El complejo IV se
localiza dentro de la membrana mitocondrial y es la tercera y Ultima enzima de la cadena
transportadora de electrones de la fosforilacion oxidativa mitocondrial. Por lo tanto, con
el andlisis de la expresion de MTCO1 analizamos la capacidad de fosforilacién oxidativa de

la mitocondria (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/17708). Un fallo en este proceso

provoca un desequilibrio redox y un aumento de las especies reactivas de oxigeno (Motori
et al, 2020). Por su parte, PCx es una enzima que cataliza la conversién de piruvato -
derivado de la glucosa- en oxalacetato (Utter y Keech, 1963). Es una enzima anapleraética
clave, ya que interviene en mantener la concentracién suficiente de los diversos

componentes del ciclo de Krebs (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/5091). Finalmente,

SHMT2 es una enzima que cataliza la reaccién reversible de serina y tetrahidrofolato a
glicina, por lo que es la principal responsable de la sintesis de este Ultimo aminoacido

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/6472). Tanto PCx como SHMT2 son piezas

fundamentales en la respuesta al estrés mitocondrial, por lo que alteraciones en su
expresion nos dan informacion sobre el estado de estos organulos (Suomalainen y
Battersby, 2018; Kiesel et al,, 2021). La induccion de esta respuesta al estrés inicia sefiales
en las mitocondrias, que activan factores de transcripcién para el mantenimiento de estos
organulos y la mejora del control de calidad de su actividad (Suomalainen y Battersby,
2018).

Comenzando con la edad de P10, encontramos en los ratones PCD una reduccion de la
fosforilacion oxidativa -medida a través de los niveles de MTCO1-, asi como un aumento
de las proteinas de respuesta al estrés mitocondrial -PCx y SHMT2-. Por lo tanto,
observamos una expresiéon en los marcadores de disfuncién mitocondrial antes del
comienzo de la degeneracién neuronal. Debemos recordar que el comienzo de la
predegeneracién se estima a P15, cuando se observan cambios citolégicos y nucleares en
las células de Purkinje, sin que se detecte su muerte (Baltanas et a/, 2011a, 2011b, 2019;
Mufoz-Castafieda et al, 2018). Sorprendentemente, nuestros datos indican que las
alteraciones mitocondriales ya se dan desde P10, es decir, 5 dias antes. De hecho, en un
estudio en el que se analizé el perfil transcripcional del ratéon con la mutacién pcd? se
demostro un aumento de la expresion de genes proapoptoticos, y una disminucion de los

genes relacionados con el desarrollo y la migracion neuronal a P14 (Ford et a/, 2008).
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No solo eso, sino que la disfuncién mitocondrial parece ser el comienzo de muchas
enfermedades neurodegenerativas, siendo esta alteracién mucho anterior al comienzo de
los sintomas o la muerte neuronal (Motori et al, 2020). En este sentido, la marcada
disfuncion de la fosforilacién oxidativa que encontramos antes del comienzo de la
neurodegeneracion parece explicar la rapida degeneracién neuronal de los ratones PCD
(Motori et al, 2020). A pesar de que son necesarios mas estudios para conocer el momento
exacto del comienzo de los cambios mitocondriales, asi como su extension, nuestros datos
apoyan que se estime el inicio de la preneurodegeneracion de las células de Purkinje un
tiempo antes, al menos, a P10. Dicho de otro modo, las alteraciones mitocondriales en este
modelo de degeneracién pueden considerarse uno de los primeros marcadores tempranos

de dafo (y muerte) neuronal.

Por otro lado, a P15 y P25 observamos algo similar. En ambas edades, se detecté una
reduccion de la fosforilacién oxidativa en los ratones PCD. Sin embargo, el perfil de
activacion de proteinas de respuesta al estrés cambia. A P15 vemos un aumento del
marcaje de PCx y SHMT2 en ratones mutantes, mientras que a P25 Gnicamente aparece
un aumento de SHMT?2, ya que el marcaje de PCx se mantiene similar alos ratones WT. Es
decir, observamos una disminucién del complejo IV de la cadena transportadora de
electrones en ratones PCD a todas las edades analizadas. Cuando la cadena respiratoria es
disfuncional, los niveles de las especies reactivas de oxigeno pueden aumentar
drasticamente, provocando un incremento del estrés celular (Motori et al, 2020). Estudios
previos realizados en ratones con degeneracién cerebelosa han mostrado que las células
de Purkinje reaccionan a la disfuncion de la fosforilacion oxidativa con una
reprogramacion metabdlica (Motori et al, 2020). En este sentido, observamos un aumento
de la expresion de PCx y SHMT2 en las células de ratones PCD, corroborando, por tanto,

la existencia de una alteracién mitocondrial en las etapas de la degeneracion analizadas.

Comenzando con PCx, de forma similar a lo encontrado en otros estudios de
neurodegeneracion cerebelosa con dafio mitocondrial (Motori et a/, 2020), encontramos
un aumento de su expresion en el soma neuronal en todas las edades analizadas, mientras
que en los ratones WT esta enzima se encuentra confinada a la glia de Bergman adyacente
(Motori et al, 2020; Waelsch et al, 1964; Yu et al., 1983). A pesar de que aun no se han
caracterizado los mecanismos precisos que subyacen a la regulacién al alza de PCx en
neuronas disfuncionales, este aumento desempena un papel importante en el

mantenimiento del estado redox neuronal como factor protector.
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Mas aun, reducir los niveles de PCx en células de Purkinje con disfunciéon mitocondrial
provoca un estado mas oxidado y acelera la muerte celular (Motori et a, 2020). Uno de los
mecanismos por el cual PCx produce una proteccion frente al mal funcionamiento de las
mitocondrias se debe a que este utiliza el piruvato derivado de la glucosa para reponer el
oxalacetato en el ciclo de Krebs, que se utiliza para la sintesis de acidos grasos y
aminodacidos cuando la disponibilidad de estos nutrientes es limitada (Kiesel et a/, 2021).
Ademas, el oxalacetato producido también puede contribuir a la proteccién frente al
estrés oxidativo (Ronnebaum et a/, 2006) que estan sufriendo las células de Purkinje de
los ratones mutantes PCD debido a la disfuncion de la capacidad oxidativa. El oxalacetato
tiene un efecto favorable sobre la biogénesis mitocondrial, ya que aumenta la expresion de
factores intimamente relacionados con la calidad mitocondrial, como la MTCO1 entre
otros (Wilkins et al, 2016). Curiosamente, la activacion de PCx es un proceso que no se da
en tejidos periféricos con disfuncién mitocondrial, por lo que este mecanismo parece ser
una caracteristica Unica de las neuronas con deficiencias en la fosforilacién oxidativa, con
implicaciones muy importantes en la neurodegeneracion (Kuhl et al, 2017; Motori et al,
2020).

Con todo, a P25 no encontramos un aumento de expresién de PCx en los ratones PCD.
Esto puede estar relacionado con larapida degeneraciéon neuronal que encontramos en los
ratones mutantes a esta edad. Asi, aunque que la respuesta al estrés se activa al menos
desde P10, puede que esta no sea suficiente para paliar la suma de danos que sufren las
células de Purkinje (adicionalmente a los mitocondriales), de manera que estas neuronas
dejen de tener la plasticidad que las caracteriza porque terminan abocadas a un proceso
de muerte neuronal (Motori et al, 2020). Ademas, a pesar de que la respuesta al estrés
mitocondrial estd mas caracterizada en tejidos periféricos, sabemos que progresa en
diversas etapas temporales (de forma temprana a crénica; Forsstrom et al, 2019),
albergando varias fases de activacién que implican una amplia remodelacion
transcripcional y metabdlica (Nikkanen et a/, 2016; Khan et a/, 2017). De este modo, la
variacion de los niveles de PCx en los ratones PCD a P15 y a P25 puede responder
simplemente a un cambio en el patrén de expresion normal de esta proteina. Por ello, en
dichos mutantes veriamos una activacion de PCx ya desde antes del comienzo de la
degeneracién (cuando aparecen los primeros dafos mitocondriales), pero también una

inactivacién posterior cuando la enfermedad se hace mas grave y crénica.
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Finalmente, también observamos un aumento de SHMT2 tanto a P15 como a P25. En
células con dafos en el DNA mitocondrial existen factores de transcripcion que
desencadenanunarobustarespuesta al estrés mitocondrial, con especial interés en el ciclo
del folato mitocondrial, que se encuentra generalmente inducido en tejidos afectados
(Fenech, 2012; Fan et al,, 2014; Yang et al, 2020). SHMT2 es una enzima clave en dicho
ciclo del folato mitocondrial, una red metabdlica interconectada que sirve para activar y
transferir unidades de carbono en muchos procesos bioquimicos, incluyendo la sintesis de
purina, la traducciéon mitocondrial de proteinas y la regeneracion de metionina, muy
importantes en diversas funciones celulares como la proliferacién celular, la sintesis de
proteinas y la respiracion mitocondrial (Xiu y Field, 2020). Varios estudios han mostrado
que el correcto funcionamiento de este ciclo es importante para el ensamblaje de los
complejos de la cadena transportadora de electrones y, por tanto, para la correcta
fosforilacion oxidativa (Morscher et al, 2018). Por tanto, el ciclo del folato se encuentra
inducido ante un dafio mitocondrial ya que puede estimular la fosforilacion oxidativa a
través de varios mecanismos, influyendo sobre la biosintesis de nucleétidosy, por tanto, la
replicacién del DNA mitocondrial (Anderson etal,2011; Bao et al, 2016), la expresion de
mRNA de los genes de la cadena transportadora de electrones (Mentch et al, 2015;
Kottakis et al, 2019), la biosintesis de las proteinas de la cadena transportadora de
electrones codificados por las mitocondrias (Azize et al., 2014; Morscher et al, 2018) y la
regulacion del estado redox celular (Fan et al, 2014; Yang et al, 2020). Todo ello puede
generar una respuesta ante el dafno mitocondrial existente, como un mecanismo de
defensa para evitar la progresién de la enfermedad. Precisamente, la inhibicion de las vias
comentadas anteriormente provoca una degeneracion mucho mas acelerada de las células
de Purkinje (Motori et al, 2020). En este sentido, nuestros resultados indican que las
células de Purkinje de los ratones PCD presentan un alto grado de plasticidad metabdlica
in vivo al manifestar el aumento de estas enzimas con caracteristicas neuroprotectoras.
De hecho, en nuestro laboratorio ya se ha demostrado el incremento -al menos
transitorio- de las proteinas neuroprotectoras HSP25 y HSP25-P en el cerebelo del ratén
PCD ante su proceso degenerativo (Hernandez-Pérez, 2022). En todo caso, el incremento
de expresion de SHMT2 no parece ser suficiente para parar la rapida y agresiva muerte
neuronal que caracteriza al ratéon PCD. Por ello, es de gran importancia el punto de inicio
de los tratamientos farmacoldgicos, incluso antes de P10, para evitar en la medida de lo
posible el comienzo de la disfuncién mitocondrial y las respuestas ante estrés oxidativo,

minimizando el sufrimiento de las células de Purkinje en busca de su proteccion.
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El rhVEGF-B ejerce un efecto neuroprotector sobre la disfuncion mitocondrial

Una de las funciones de VEGF-B es el mantenimiento de un correcto funcionamiento
mitocondrial (Olsson et al, 2006; Falk et al, 2010; Hagberg et al, 2010; Dhondt et al,
2011; Yue et al, 2014). Por ello, analizamos los marcadores mencionados anteriormente
(MTCO1, PCxy SHMT2) también en ratones mutantes a los que se les administré rhVEGF-
B para comprobar si el tratamiento produce efectos beneficiosos en la calidad

mitocondrial.

Los andlisis realizados a P25 mostraron unos niveles de MTCO1 similares a los de los
ratones WT. Por su parte, la respuesta al estrés mitocondrial mediada por PCx y SHMT2
sigue activa, siendo mayor que en los ratones WT y también que en los PCD en el caso de
PCx.

En primer lugar, tras el tratamiento observamos una recuperacion de la capacidad de
fosforilacion oxidativa medida con MTCO1. Este aumento de MTCO1 tras el tratamiento
puede deberse a que VEGF-B aumenta la expresion PGC-1a? (Mehlem et al, 2016),
regulador central dentro de la funcién mitocondrial y que proporciona un efecto protector
en neuronas que se debe a varios motivos. En primer lugar, PGC-1a produce un aumento
de la captacion de acidos grasos de cadena larga a través de FATP13% y FATP4, mejorando
la funcién mitocondrial y reduciendo la lesién oxidativa, ya que esta activacién genera mas
ATP y disminuye las especies reactivas de oxigeno, promoviendo la proteccién neuronal
(Caballero et al, 2017). Por otro lado, PGC-1a activa los factores de transcripcion NRF 134
y NRF2 (Corona y Duchen, 2015), que tienen un efecto potenciador de la biogénesis
mitocondrial (Rowe et al/, 2010). Esto sugiere que VEGF-B esta regulando directamente la
PGC-1a seguida por un aumento de la actividad mitocondrial, o bien que VEGF-B est4
aumentando la actividad mitocondrial, lo que produce una activacion de PGC-1a con el fin

de mantener una mayor produccion de ATP (Caballero et al, 2017).

En paralelo, el tratamiento con rhVEGF-B no redujo la respuesta al estrés mitocondrial
mediada por PCx, sino que, al contrario, encontramos un aumento de este marcador en
comparacién conratones WTy PCD. Por su parte, SHMT2 se mantuvo similar alos ratones

PCD, encontrando un aumento con respecto a ratones WT.

32 Del inglés Peroxisome proliferator-activated receptor Gamma Coactivator 1-a
33 Del inglés Fatty Acid Transport Protein
34 Del inglés Nuclear Respiratory Factors
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Puesto que el tratamiento con rhVEGF-B recupera los niveles de MTCO1, a la vez que PCx
y SHMT2 aumentan en respuesta a las deficiencias en la fosforilacion oxidativa, este
aumento global en las proteinas de respuesta al estrés puede deberse a dos situaciones no
excluyentes. En primer lugar, es posible que, a pesar de encontrar una mayor densidad de
mitocondrias, no restauremos la funcionalidad de estas, por lo que sigue siendo necesaria
la activacion de los distintos mecanismos de respuesta al estrés de PCxy SHMT2. Por otro
lado, puede que esta respuesta no se extinga tras el tratamiento. Actualmente, sabemos
que la respuesta al estrés mitocondrial progresa en distintas etapas temporales
(Forsstrom et al, 2019); sin embargo, no se conocen los mecanismos que subyacen a la
activacién o inhibicién de estas respuestas. Puesto que el tratamiento comenzé a P10, es
decir, cuando MTCO1 ya estd afectado y, por tanto, cuando la activaciéon de PCxy SHMT2
ya ha comenzado, la respuesta al estrés mitocondrial puede permanecer activa, sin

extinguirse tras la recuperacién funcional parcial de las mitocondrias.

Ademas, encontramos un aumento de PCx en ratones tratados con rhVEGF-B que no
encontramos en ratones PCD. Puesto que la activacion de las proteinas de respuesta al
estrés depende tanto de la gravedad como del momento en el que empieza el dano
(Forsstrom et al, 2019), este incremento sugiere un retraso en la disfunciéon mitocondrial.
Por otro lado, estos datos concuerdan con lo observado en el primer objetivo de esta Tesis
Doctoral, donde encontramos un aumento de expresion de VEGF-B a P15 enratones PCD,
que se corresponderia con las alteraciones en la fosforilacién oxidativa, y un aumento de
PCx y SHMT2. Este pico de expresion a P15 parece un proceso de plasticidad celular
natural que permitiria a las neuronas paliar temporalmente la disfuncién mitocondrial que
sufren ya en etapas tempranas. Sin embargo, a P25 no observamos cambios de VEGF-B y,
en este caso, vemos como las respuestas al estrés mitocondrial cesan en ratones PCD,
probablemente debido a la muerte inminente de las células de Purkinje. Mas aun, el
tratamiento con rhVEGF-B provoca un aumento de la respuesta al estrés, y, por tanto, un
incremento de la plasticidad neuronal que permite paliar —-al menos temporalmente- la

disfuncion mitocondrial.
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Por tanto, hemos demostrado que el tratamiento con VEGF-B tiene efectos
neuroprotectores sobre el ratén mutante PCD tanto a nivel neuronal como del
comportamiento. Ademas, sabemos que también influye en la funcionalidad mitocondrial,
gue se encuentra alterada desde antes del comienzo de la neurodegeneracion, y este
puede ser el origen de la neuroproteccién detectada. Dada la capacidad neuroprotectora
del VEGF-B, su efecto probado sobre las mitocondrias y el hecho de que estos organulos
estén comUnmente afectados en procesos degenerativos, parece sensato fomentar su

investigacion con un punto de vista de aplicabilidad clinica.
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CONCLUSIONES






De acuerdo con los objetivos planteados en esta Tesis Doctoral, y segln los resultados

obtenidos y su posterior discusion, hemos llegado a las siguientes conclusiones:

Los factores neurotroficos IGF-1 y VEGF-B presentan una expresion alterada en
ratones PCD. Sus fluctuaciones anémalas se relacionan con un momento concreto
del proceso degenerativo, siendo VEGF-B fundamental en las etapas tempranas de
la neurodegeneracion e IGF-1 en las mas tardias. Es decir, el proceso
neurodegenerativo de los ratones PCD va acompaifiado de alteraciones
catastroficas en la expresibn de factores neurotréficos, que fluctian
especificamente en funcién de las etapas de dicho proceso.

El tratamiento con rhIGF-1 tiene como Unico efecto sistémico el aumento del peso
corporal en los ratones PCD. Sin embargo, no ejerce efecto protector en las células
de Purkinje, y, en consecuencia, no genera mejora alguna en la realizacién de las
pruebas de comportamiento. De este modo, el rhIGF-1 resulta ineficaz frente la
degeneracion cerebelosa del ratén PCD.

Por el contrario, el tratamiento con rhVEGF-B ejerce un efecto protector sobre las
células de Purkinje del ratén PCD, que se traduce en una mejora parcial de las
funciones motoras, cognitivas y sociales. Esta neuroproteccidon se produce,
principalmente, mediante la inhibicion de la apoptosis y la mejora de la disfuncién
mitocondrial que los ratones mutantes sufren desde antes del comienzo de la
preneurodegeneracion. Por lo tanto, el tratamiento con rhVEGF-B tiene notables

efectos terapéuticos ante la degeneracion neuronal de los ratones PCD.

Teniendo en cuenta estas conclusiones, podemos confirmar nuestra hipétesis: el

tratamiento con factores neurotréficos, en concreto con VEGF-B, tiene efectos

protectores sobre la degeneracién cerebelosa asociada a la mutacién pcdy debe valorarse

como una posible estrategia terapéutica en el abordaje de las enfermedades

neurodegenerativas.
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ENGLISH SUMMARY






INTRODUCTION

Neurodegenerative diseases are a group of disorders of the central nervous system (CNS)
characterized by the progressive loss of neurons in different regions. These diseases
represent an increasingly important public health problem due to their prevalence,
morbidity and mortality (https://www.who.int/publications/i/item/9789241563369).
Several recent studies have identified a new neurodegenerative disease of childhood
origin with cerebellar atrophy called CONDCA, which affects the Purkinje cells of the
cerebellum and causes severe ataxia from a very early age (Shashi et a/, 2018; Sheffer et
al, 2019; Karakaya et al, 2019; Baltanas et al, 2021). This disease results from the loss of
function of the protein CCP1 (also known as AGTPBP1 or NNA1), which acts as a cytosolic
carboxypeptidase. More precisely, impairments in this protein cause a destabilization of
the cytoskeleton, amongst other cellular symptoms, that finally leads to neuronal death
(Berezniuk et al, 2012; Karakaya et al, 2019; Mufioz-Castafieda et a/, 2018). Fortunately,
there is an animal model that exhibits a mutation and neurodegenerative process similar
to those observed in CONDCA patients, the PCD mutant mouse (Purkinje Cell
Degeneration; Mullen et al, 1976; Blanks et al, 1982; Greer and Shepherd, 1982;

Fernandez-Gonzalez et al, 2002).

The effect of the pcd mutation is the postnatal and selective degeneration of certain
neuronal populations in which the Ccp? gene is normally highly expressed, such as the
Purkinje cells of the cerebellum. The absence of this gene expression due to the mutation
provokes the Purkinje cell death, the most striking symptom that gives the model its name
(Fernandez-Gonzalez et al,, 2002). The neurodegenerative process of Purkinje cells can be
divided into two stages: the pre-degenerative stage from postnatal day 15 (P15) to P18, in
which nuclear, cytological and morphological changes are detected (Ford et al, 2008;
Baltanas et al, 2011a, 2011b, 2019; Munoz-Castaneda et a/, 2018), and the degenerative
stage per se, from P18 onwards, when Purkinje cell death is evident, with only a few
Purkinje neurons remaining in lobule X of the cerebellar vermis at P40 (Mullen et al, 1976;
Landis and Mullen, 1978; Fernandez-Gonzalez et al, 2002; Li et al, 2010; Baltanas et a/,
2011a, 2011b; Munoz-Castaineda et al, 2018; Zhou et al, 2018). The most representative
phenotypic feature of PCD mutant mice is cerebellar ataxia, which occurs from the third
week of postnatal life (Landis and Mullen, 1978; Le Marec and Lalonde, 1997; Diaz et al,
2018, Muiioz-Castaiieda et al, 2018).
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Moreover, in recent years, additional effects of pcd mutation on cognitive and social
function have been reported (Mufioz-Castafieda et al, 2018; Pérez-Martin et al, 2021) as
well as changes induced by the inactivity of CCP1 enzyme and related to mitochondrial
stability (Gilmore-Hall et a/, 2018). In this sense, both morphological and functional
mitochondrial abnormalities have been observed, as well as increased mitophagy and

decreased respiratory chain complex activities in PCD mice (Chakrabarti et a/, 2009).

Considering these features, the PCD mouse has been extensively used to investigate new
neuroprotective strategies to prevent -or at least attenuate- neurodegeneration (Recio
et al, 2011; Diaz et al., 2012b, 2019; Pérez-Martin et al, 2021). The main experimental
approaches are aimed at reversing or preventing cerebellar degeneration in these mutant
mice and prevent or palliate the aggressive Purkinje cell death. Among the possible
neuroprotective substances that can be administered in this model of degeneration, we
highlight the administration of neurotrophic factors, a group of secreted molecules that
belong to different biochemical families but have in common that they are required for the
proper functioning of neurons, stimulating cell signaling and the growth of axons and
dendrites (Ledda and Paratcha, 2016). The following is a detailed description of the

neurotrophic factors used in this study.

Insulin-like Growth Factor 1(1GF-1) is a member of the insulin-like peptide superfamily. It
is a potent growth factor in the CNS, and it is essential for the development,
differentiation, and proliferation of various neuronal types, as well as their functional and
structural integration into pre-existing neuronal circuits, mediating changes in the

morphology, synaptic efficacy and organization of the developing CNS (Dyer et al, 2016).

Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) is a member of the neurotrophin family. The
major functions of BDNF include developmental processes, regulation of neurogenesis,
neuroprotection, and control of short- and long-term synaptic interactions that influence
mechanisms of memory and cognition (Park and Poo, 2013; Foltran and Diaz, 2016;
Gonzalez et al, 2016; Sasi et al,, 2017).
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Vascular Endothelial Growth Factor A (VEGF-A) is the main endothelial cell-specific
growth factor. It is a member of the VEGF/PDGF?’ superfamily. It is a key molecule in the
regulation of endothelial cells: it promotes their proliferation, migration and survival -i.e.,
angiogenesis- as well as vascular permeability (Ferrara et al, 2004). On the other hand, it
has also beenimplicated in neuroprotection by inducing axonal growth, differentiation and

neuronal migration (Oosthuyse et al,, 2001; Storkebaum et a/, 2004).

Vascular Endothelial Growth Factor B (VEGF-B) is another member of the VEGF/PDGF
superfamily. Unlike other members of the VEGF family, this neurotrophic factor lacks
general angiogenic activity, and its functions are primarily neuroprotective and metabolic.
The neuroprotective effects are due to the fact that it stimulates neurogenesis and inhibits
apoptosis (Sun et al, 2006; Li et al, 2008). On the other hand, this neurotrophic factor has
been associated with proper mitochondrial function, as it normalizes mitochondrial
membrane potential and enhances protective processes during cellular stress (Olsson et
al, 2006; Falk et al, 2010; Dhondt et al, 2011).

HYPOTHESIS AND OBJECTIVES

In the present Doctoral Thesis, we will use the PCD mouse as a model of progressive
neuronal deterioration affecting motor, cognitive and social behavior. New
pharmacological treatments aimed at preventing this dysfunction will be tested on this
animal. Therefore, the hypothesis of this Doctoral Thesis is that the treatment with
neurotrophic factors has neuroprotective effects in the PCD model of selective neuronal

degeneration.
To test this hypothesis, the following general and specific objectives have been proposed:

I.  To analyze the expression pattern in the PCD mouse of the most relevant
neurotrophic factors in development, growth and cell proliferation, in comparison
with control animals.

a. To study the gene fluctuations of /gf-1, Bdnf, Vegf-A and Vegf-B along the
neurodegenerative process of the PCD mouse cerebellum.
b. To confirm the relevance of the aforementioned gene expression by

examining protein production of the neurotrophic factors of interest.

35 P|atelet-Derived Growth Factor
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Il.  Toanalyze the neuroprotective effect of rhIGF-1 (human recombinant form of the
molecule).
a. Toadminister rhIGF-1inaccordance with its fluctuations along the cerebellar
degenerative process in PCD mouse.
b. To assess its effect on motor, cognitive and social functions of PCD animals
along such neurodegenerative process.
c. Tostudy the protective effect of rhIGF-1 on Purkinje cells of the PCD mouse.
[1l.  To analyze the neuroprotective effect of rhVEGF-B (human recombinant form of
the molecule) treatment.
a. To administer rhVEGF-B throughout the degenerative process of the
cerebellum in the PCD mouse.
b. Toevaluate the effect of optimal rhVEGF-B treatment on motor, cognitive and
social functions in parallel with such neurodegenerative process.
c. To study the effect of rhVEGF-B treatment on Purkinje cell survival in PCD
mice.
d. Toevaluate skeletal muscle for possible changes after rhVEGF-B treatment.
e. To assess the onset of mitochondrial dysfunction associated with the PCD
mutation and to analyze the effect of rhVEGF-B treatment on mitochondrial

quality.

MATERIAL AND METHODS

Animals and experimental design

Mice (Mus musculus L. 1758, Muridae, Rodentia, Mammalia) were housed in the animal
facilities of the University of Salamanca (Salamanca, Spain) under a 12/12 h light/dark
cycle, constant room temperature and humidity, and fed ad /ibitumwith water and special
rodent chow (Envigo, IN, USA). All procedures of this study were performed in compliance
with the guidelines established by European (Directive 2010/63/EU) and Spanish
(RD118/2021 and Law 32/2007) legislation and were approved by the Bioethics

Committee of the University of Salamanca (Reference #613).

Wild-type (WT) and mutant PCD mice on a C57BL/DBA background of different ages and
both sexes were used in this study. This hybrid strain was obtained by crossing C57BL/6J
and DBA/2J animals from Jackson Laboratories (Bar Harbor, MA, USA). Due to the
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reproductive characteristics of animals homozygous for the mutation (pcd/ pca), colony

maintenance was performed by crosses between heterozygous (+/pcad) individuals.

Since WT (+/+), heterozygous (+/pca) and mutant (pcad/ pca) animals are phenotypically
indistinguishable at early ages prior to neurodegeneration, it is necessary to perform

genotyping as previously described (Valero et al, 2006; Diaz et al., 2012a,2019)

This Doctoral Thesis has been organized as follows. First, a search for new substances with
therapeutic effect has been carried out, for which we have analyzed the expression of
several neurotrophic factors in the cerebellum of WT and PCD mice. These analyses
allowed us to create an experimental design in which we administered the recombinant

proteins of the altered neurotrophic factors, which were IGF-1 and VEGF-B.

Therefore, the following objectives were included to analyze the effect of treatment with
rhiGF-1and rhVEGF-B in PCD mice. Theimprovement observed only after treatment with
rhVEGF-B led us to analyze the structure of skeletal muscle, and mitochondrial quality -
studying both the effect of the pcdmutation and its possible recovery after treatment with
rhVEGF-B.

Molecular analyses

Animals were sacrificed by cervical dislocation and decapitation. The cerebellum was
sectioned along the sagittal midline to obtain the two cerebellar hemispheres with their
corresponding vermis separately. The left hemisphere was used for gene analysis by gPCR,

while the right hemisphere was used for protein analysis by ELISA.

For gene analyses, RNA was isolated from the left hemicerebellum using the PureLinkTM
RNA Mini Kit (Invitrogen, MA, USA) and the PureLinkTM DNase Set (Invitrogen). 1000 ng
of RNA were converted to cDNA using the High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied biosystems, CA, USA). qPCR was performed using PowerUp SYBR Green Master
Mix (Applied Biosystems) and the specific pairs of primers for the neurotrophic factors
analyzed: /gf-1, Bdnf, Vegf-A, and Vegf-B.

For protein analysis, the right hemicerebelli of the same mice used for gene analysis by
dPCR were processed. We isolated and quantified total protein, and then performed the
specific ELISA analyses using IGF-1 (MG100, R&D Systems, MN, USA), BDNF (EM0020,
FineTest, China), VEGF-A (MMV00, R&D Systems), and VEGF-B (SEA144Mu, USCN,
China) kits.
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Pharmacological therapy

Both rhlGF-1 (Cat: 100-11, Peprotech, NJ, USA) and rhVEGF-B (Cat: 100-20B, Peprotech)
were freshly prepared to avoid degradation of the compounds. Each drug was diluted in
NaCl 0.9% (w/v) to the concentration of use, whichwas 25 pg/ml for rhIGF-1and 1.5 pg/mi
for rhVEGF-B. Both substances were administered intraperitoneally in a volume of 10 pl/g
animal weight. For rhIGF-1 treatment, administration was daily from P20 to P30, while for
rhVEGF-B we used two administration schedules from P10 to P20: one every other day
and the other daily (Fig. 1). In addition, one group of animals was treated with 0.9% (w/v)
NaCl only to exclude possible effects due to administration procedures (Fig. 1). All treated
animals were dosed in the morning between 9 and 12 AM and their body weight was

monitored throughout the experimental procedures.
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Figure 2. Experimental design of the different treatments evaluated in this Doctoral Thesis and the main
analyses carried out.
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Behavioral analyses

A battery of behavioral tests related to motor, cognitive and social functions were
performed at different time points throughout the degenerative process of PCD mice. The

ages depended on the study performed (indicated in each section).

The Novel Object Recognition(NOR) test was performed to evaluate recognition memory
in rodents (Ennaceur and Delacour, 1988; Ennaceur, 2010; Mufioz-Castafieda et al,2018).
Onthefirst day of testing, twoidentical objects were placed in opposite corners of the cage
and presented to each animal for 10 min (the familiar object). Then, one of the familiar
objects was replaced with a novel object, and the test began. We analyzed the percentage
of time spent exploring the familiar and the novel object. Healthy WT mice tend to spend

more time exploring novel than familiar objects.

The three-chamber social preference test was performed to analyze social behavior in a
white Plexiglas box divided into three connected rooms (Moy et al, 2004; Mufoz-
Castafieda et al, 2018). After the habituation process, the analyzed mouse was placed in
the central room, while the adjacent rooms contained either a mouse or an object, both
covered with a container that allows social and olfactory interaction, but not direct

physical interaction.

The percentage of time spent interacting with the animal or the object was calculated. In
this case, healthy WT mice tend to spend more time with another animal than with an

unanimated object.

The Rotarod test (LE8200, Panlab, Barcelona, Spain) was used to analyze motor
coordination, as previously described (Schonfeld et a/, 2017; Mufioz-Castafieda et al,
2018). This test consists of a rod rotating at a speed of 0.06 rpm/s, with accelerations
ranging from 4 to 40 rpm. Latency to fall was analyzed as an average of 7 trials with 20 min

rest between trials for each mouse and day of testing.

Histological and cytological analyses

Tissue extraction and processing

Animals were anesthetized with 10 pl/g (body weight) chloral hydrate (Prolabo, Fontenay-
sous-Bois, France) and perfused intracardially with 0.9% NaCl (w/v) and 100 ul of 1000
U/ml heparin, followed by modified Somogyi's fixative, except for mitochondrial analysis,
where we used only 4% paraformaldehyde (w/v) in phosphate buffer (PB). The cerebellum

and muscle were extracted and washed with PB and cryoprotected with 30% sucrose (w/v)

147



in PB. The cerebellum was sectioned using a freezing-sliding microtome (Jung SM 2000,
Leica Instruments, Wetzlar, Germany) and were stored in cryoprotective solution at -20
°C. Muscle was sectioned using a Microm HM 560 cryostat (Thermo Scientific, MA, USA)
to obtain 8 um thick sections oriented longitudinally and transversely to the major axis of

the muscle and they were stored at -20 until they were used for immunostaining.

For immunofluorescence analyses, four equidistant parasagittal sections of the cerebellar
vermis were incubated with the primary and secondary antisera containing the antibodies

listed in Table 1.

Antibody Species Dilution Company
- Calbindin D28k Guinea pig 1:500 Synaptic Systems
E PDH E1 subunit a Mouse 1:150 Abcam
g PCx Rabbit 1:200 Sigma-Aldrich
E SHMT2 Rabbit 1:200 Sigma-Aldrich
& MTCO1 Mouse 1:200 Sigma-Aldrich
Alexa 488 Mouse 1:500 Abcam
> - Alexa 488 Rabbit 1:500 Abcam
_‘g ;2 Alexa 546 Rabbit 1:500 Abcam
28 Alexa 594 Rabbit 1:500 Abcam
Alexa 647 Guinea pig 1:500 Synaptic systems

Table 1. List of primary and secondary antibodies used in the indirect immunofluorescence technique.

For the TUNEL technique, we labeled the free 3'OH ends generated after DNA breaks
using terminal transferase (2 pl/ml; Roche, Basel, Switzerland), which adds biotinylated
dUTP nucleotides (1 pl/ml; Roche), which are finally detected with Cy3-conjugated

streptavidin (1:200; Jackson ImmunoResearch Laboratories).

For skeletal muscle analysis, we use hematoxylin and eosin staining, which was carried out
by hydration, followed by hematoxylin and eosin stainings (Panreac, Castellar del Valles,

Spain), and a final dehydration.

Microscopy visualization and quantifications

Processed cerebellar vermis sections were visualized using an Olympus Provis AX70
epifluorescence microscope equipped with an Olympus DP70 digital camera (12.5 MP,
Olympus, Tokyo, Japan) and Neurolucida software (MBF Bioscience, Williston, VT, US). In

general, all cell counts were performed considering the entire cerebellar vermis (lobes | to
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X). Image analysis of mitochondrial markers and skeletal muscle were performed using
ImageJ software (NIH, Bethesda, MD, USA).

Statistical analyses

Considering the size of the samples, in this Doctoral Thesis we have generally performed
non-parametric tests, using the Mann-Whitney or Kruskall-Wallis U tests, depending on
the number of experimental groups. However, for the statistical analysis of the Rotarod
test, the one-way repeated measures ANOVA test was used to determine the interaction
between the variables analyzed, since learning may influence on the performance through

the test.

In all cases, the minimum level of statistical significance was set at p < 0.05. All statistical
analyses were performed with the statistical program SPSS version 28 for Windows (IBM,
NY, USA).

RESULTS AND DISCUSSION

Changes in gene and protein expression of neurotrophic factors

In order to search for new substances with therapeutic potential in our model, we analyzed
the gene expression of /gf-1, Banf, Vegf-A and Vegf-Bin the cerebellum of WT and PCD
mice throughout the neurodegenerative process of the PCD mutant mouse: P10 (before
any reported damage), P15 (pre-neurodegeneration), P20 (start of Purkinje cell loss), P25
(ongoing neuronal death), P30 (end of neuronal death), and P40 (after cerebellar
degeneration). In addition, we studied the production of the corresponding proteins in
both cerebellar tissue and blood plasma at the key ages of the neurodegenerative process,
P15 and P25 (pre-neurodegeneration and ongoing degeneration, respectively), and at
those when we observed changes at the gene level. As a result, these analyses showed
differences in two of the factors analyzed, IGF-1 and VEGF-B (Fig. 2).

In the case of IGF-1, we observed changes at P25 and P40 in PCD compared to WT mice.
At P25 we saw increased gene expression (Fig. 2 A; p=0.010) corresponding to increased
protein production in the cerebellum of PCD mice (Fig. 2 B; p = 0.029), but not in blood
plasma, where we observed a reduction of IGF-1 (Fig. 2 C; p> 0.05). First, it should be noted
that this neurotrophic factor is produced in all cell types of the CNS (Bach et a/, 1991;
Bondy and Lee, 1993). Despite this, IGF-1 mRNA expression in the brain is relatively low,

so its production at the peripheral level is crucial (Fernandez and Torres-Aleman, 2012),
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representing more than 70% of the total production (Botusan et a/, 2018). We should
remember that at P25 a very rapid and aggressive Purkinje cell death occurs (Mullen et al,
1976; Baltanas et al, 2011a) and that IGF-1 has neuroprotective effects (McMorris et al,
1993 Yao etal, 1995; Chesik et al, 2008). Thus, a hypothesis would be that peripheral IGF-

1 travels to the brain to supply these needs.

Conversely, at P40 we see the opposite situation: despite increased gene expressionin the
cerebellum (Fig. 2 A; p=0.016), the protein level of IGF-1 remained similar to WT mice in
this area (Fig. 2 B; p>0.05), while it increased in the blood plasma (Fig. 1 C; p=0.016). Since
Purkinje cell degeneration can be considered complete at P40 (Mullen et al, 1976), this
demand for IGF-1seems to be due to other pathophysiological situations that are probably
occurring outside the cerebellum, and thus the plasma levels of IGF-1 raised, because of a

new body redistribution of this substance.
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Figure 2. Analyses of gene and protein expression of IGF-1 and VEGF-B in WT and PCD mice. (A-C) Graphical
representation of gene (A), and protein expression in cerebellum (B) and in blood plasma (C) of IGF-1. (D-F)
Analysis of gene (D), and protein expression in cerebellum (E) and blood plasma (F) of VEGF-B. Note that at
P25 there is an increase in both /gf-1 and IGF-1 in the cerebellum of PCD mice; however, the protein levels
decrease in the blood plasma. At P40, there is an increase in gene but not in protein expression of IGF-1in the
cerebellum; an additional protein increase in blood plasma is also evident. For VEGF-B, we observed an
increase in both gene and protein expression in the cerebellum at P15. Conversely, at P20, there is a decrease
in gene expression in the cerebellum, accompanied by a reduction of protein levels in blood plasma in mutant
mice. * p< 0.05;** p<0.01.

For VEGF-B, we found fluctuations at P15 and P20. At P15, gene expression increased in
PCD mice (Fig. 2 D; p = 0.016), which also corresponded to an increase in protein
production in the cerebellum (Fig. 2 E; p= 0.042). However, at this age no changes were
seen in protein expression in the blood plasma (Fig. 2 F; p > 0.05). Contrary to IGF-1, the
variations in VEGF-B seem to be circumscribed to a local environment. The increase in

VEGF-B at P15 may be related to the onset of cerebellar pre-degeneration in the PCD
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mouse -estimated at P15 (Baltanas et al, 2011a, 2011b, 2019)- as it has been shown that
after neuronal damage there is an increase in VEGF-B, which plays an important role in the

cellular repair process (Nag et al, 2002).

Moreover, VEGF-B is closely related to mitochondrial quality (Olsson et a/, 2006; Li et al.,
2008; Dhondt et al, 2011), and several studies show that pcd mutation leads to
dysfunction of these organelles (Chakrabarti et a/, 2009; Gilmore-Hall et a/,2018). On the
other hand, at P20 -the time when Purkinje cell death begins- we found a reduction in
gene expression in the cerebellum (Fig. 2 D; p = 0.004) and in protein levels in the blood
plasma in mutant mice (Fig. 2 F; p = 0.042), with no changes in protein production in the
cerebellar tissue (Fig. 2 E; p> 0.05). Another function of VEGF-B is its effect on apoptotic
processes, which promotes cell survival, as it induces the expression of anti-apoptotic
genes and inhibits the pro-apoptotic ones (Li et al, 2008; LeBlanc et a/, 2018).
Interestingly, some anti-apoptotic proteins, such as Bcl-2 in, decrease in PCD mice at P22
(Gillardon et al, 1995). In this sense, VEGF-B could create an anti-apoptotic and
neuroprotective environment while its expressionis upregulated, which would explain the

increase in programmed cell death after the decrease in its expression.

Thus, each altered neurotrophic factor seems to be associated with a stage of the
degenerative process. First, we found changes in VEGF-B corresponding to early stages of
neurodegeneration: P15 -when pre-neurodegeneration begins- and P20 -when neuronal
death begins-. Then, IGF-1 increases its expression in later stages: P25 -when neuronal

death is complete- and P40 -the end of the cerebellar degenerative process-.

The expression pattern of these two neurotrophic factors was useful for us to create an
experimental design according to which we treated PCD mice with the recombinant
human forms of both proteins, rhiIGF-1 and rhVEGF-B. For both treatments, we used a
shamgroup of NaCl-treated PCD animals to test the effect of continuous injections, since
their repetition may cause severe stress due to immobilization, cumulative irritant effects,

or needle damage (Morton et a/, 2001).
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rhiGF-1 treatment

Treatment with rhiIGF-1 was performed daily from P20 to P30, and its effect on body

weight, motor, cognitive and social behavior, and Purkinje cell survival was evaluated.

Effect of Treatment on body weight

Throughout the rhIGF-1treatment, the body weight of mice in all experimental groups was
monitored. After this measurement, we observed a lower body weight of mutant mice
compared to WT mice (data not shown), as previously described (Mullen et al, 1976).
However, we found a recovery of body weight in rhIGF-1 treated mice, reaching similar

values to those of WT mice (data not shown).

This result is supported by several studies in which IGF-1 treatment led to an increase in
body weight (Carrascosa et al,, 2004; Castro et al, 2014). This is due to the fact that IGF-1
is a potent growth factor that stimulates body development and has growth-promoting

effects on almost all cells in the body (Laron, 2001; Yakar and Adamo, 2012).

Effect of treatment on behavior and neuronal survival

We analyzed the effect of rhIGF-1 treatment on motor, cognitive and social behavior at
P25 and P30 (Fig. 3). We did not find any improvement in any of the tests performed (Fig.
3). Inall these tests (recognition memory, social behavior and motor coordination), rhIGF-

1-treated PCD mice behaved similarly to untreated PCD mice.

Figure 3. Effect of rhIGF-1 treatment on behavior throughout the neurodegenerative process in PCD mice.
(A-B) Analysis of recognition memory: quantification of the percentage of time spent exploring the familiar
and novel object at P25 (A) and P30 (B) of WT, PCD, PCD-NaCl and PCD-rhIGF1 mice. (C-D) Analysis of
social behavior: quantification of the percentage of time spent exploring the animal or object at P25 (C) B>
and P30 (D) of WT, PCD, PCD-NaCl and PCD-rhVEGFB mice. (E) Analysis of motor behavior at P25 and
P30 of the above experimental groups. As it can be seen, rhIGF-1 treatment does not restore the altered
functions in PCD mice. Moreover, continuous treatment does not induce behavioral changes. * p< 0.05; **
p<0.01.
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After sacrificing the animals at P30, we analyzed Purkinje cell survival (Fig. 4). Again, we
did not find differences between rhIGF-1-treated mutant mice and untreated PCD animals
(Fig. 4 E; p>0.05), confirming that the rhIGF-1 treatment does not exert a neuroprotective
effect on cerebellar degeneration in PCD mice and therefore does not restore altered
cerebellar functions. On the other hand, the absence of differences in sham mice (p > 0.05)
allowed us to exclude the influence of stress in all these results, as it has been described in
other cases (Ryabinin et al, 1999; Du Preez et al, 2020; Li et al, 2022). Looking at the
existing literature, our data are quite surprising, as several studies have shown an
improvement in motor function after IGF-1 treatment in animal models whose ataxia is
caused by different etiologies (Hantai et a/, 1995; Zhang et al, 1996; Contreras et al,
1997; Saatman et al, 1997; Fernandez et al, 1998, 1999; Markowska et al, 1998; Carro et
al,2001; Lin et al,, 2022). However, there is one study that supports our findings: in 2003,
Nahm et al showed that exogenous administration of IGF-1 neither prevented nor
rescued Purkinje cell death in their model of cerebellar neurodegeneration associated

with calcium channel mutations (Nahm et a/, 2003). Indeed, this last work suggests that
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IGF-1 treatment is more effective when started at pre-neurodegenerative stages, also
exerting a protective rather than a neuronal rescue effect. Since rhIGF-1 administration in
our work lasted from P20 to P30, Purkinje cell death in PCD mice was already started and,

therefore, the treatment may result ineffective.

In conclusion, although there is some evidence that IGF-1 has a neuroprotective effect on
cerebellar degeneration, our data did not show significant improvements. Therefore, we

did not perform further analyses with this neurotrophic factor.
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Figure 4. Effect of rhIGF-1 treatment at the histological level at P30. (A-D) Calbindin (Cb28k, in red)
immunofluorescence of sagittal sections of the cerebellar vermis of WT (A), PCD (B), PCD-NaCl (C) and PCD-
rhiGF1 (D) mice. (E) Graphical representation of Purkinje cell survival in the whole cerebellum of WT, PCD,
PCD-NaCl, and PCD-rhVEGF-B mice at P30. As it can be seen in the images, mutant animals show a significant
decrease in the number of Purkinje cells compared to WT, with the exception of lobe X. Quantitative analysis
revealed differences between the PCD (treated and untreated) and WT mice. *p< 0.05; p< 0.01. Scale bar 500
pm.
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rhVEGF-B treatment

rhVEGF-B was administered every second day from P10 to P20. In addition, after the
positive results obtained with this dosing schedule, we decided to try another one in which
we administered rhVEGF-B daily at the same ages described above. After behavioral and
cell survival analyses, we found that the optimal dosing schedule was the first one, as daily
dosing had a detrimental effect on Purkinje cells (data not shown). Finally, based on the
optimal schedule, we went a step further in studying the basis of the neuroprotection
exerted by rhVEGF-B by analyzing the structure of skeletal muscle and the effect of the
pcd mutation on mitochondrial quality and whether there was a recovery of these

organelles after treatment with rhVEGF-B.

Effect of rhVEGF-B on body weight

Similar to the previous treatment, we monitored the body weight of the experimental
groups used. As noted previously, we found a significant reduction in body weight in PCD
mice compared to WT mice (Mullen et al, 1976). On the other hand, we found no
differences in weight between standard PCD mice and those treated with rhVEGF-B,
either continuously or every other day (data not shown), so we can conclude that rhVEGF-
B treatment has no effect on body weight. The lack of effect is because VEGF-B does not
exert a direct effect on tissue growth, but rather on neuroprotection (Sun et al, 2006; Li et

al., 2008) and regulation of mitochondrial quality (Falk et al, 2010; Yue et al, 2014).

Effect of treatment on motor, cognitive and social behavior

To evaluate the neuroprotective effect of rhVEGF-B treatment every second day, we
performed the study of motor, cognitive and social abilities at P17, P25 and P30. rhVEGF-
B administration caused an improvement in all the functions analyzed. First, at P17, we
found a complete recovery of motor capacity, measured by the Rotarod test, where we
found no significant differences compared to WT mice (p< 0.05), but we did find them after
testing the untreated PCD group (Fig. 5 G; p < 0.001). From P25 onwards, we saw a
worsening of motor performance of PCD-rhVEGFB mice, so we started to find differences
with WT animals (Fig. 5 G; pP25 =0.016; pP30 =0.001, p valuePCD-VEGFB vs. WT mice).
Nevertheless, PCD-rhVEGFB animals performed Rotarod tests better than untreated
mutant mice at P25 and P30 (Fig. 5 G), and we found significant differences (p P25 = 0.023;
pP30=0.002 p value)with respect to PCD mice. Furthermore, after rhVEGF-B treatment,
we found a complete recovery of the recognition memory, since PCD-treated mice spent
most of the time exploring the new object at all analyzed ages (p P17 = 0.000; p P25 =
0.005; pP30 =0.001), similar to what was observed in WT mice (Fig. 5 A-C).

155



The same positive effect was detected in terms of social behavior, since the percentage of
time spent exploring the animal was higher than that spent exploring the object at all ages
analyzed (p P17 < 0.001; p P25 = 0.001; p P30 = 0.003) in both WT and treated-PCD
animals (Fig. 5 D-F). On the other hand, we did not observe any differences between PCD
and PCD-NaCl mice (p > 0.05), so this type of continuous administration did not seem to

affect the behavior of mice (Fig. 5).
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Figure 5. Effect of rhVEGF-B treatment on behavior throughout the degenerative process in PCD mice. (A-
C) Analysis of recognition memory: Quantification of the percentage of time spent exploring the familiar
and the novel object at P17 (A), P25 (B) and P30 (C) of WT, PCD, PCD-NaCl and PCD-rhVEGF-B mice. (D-
F) Analysis of social behavior: (E-G) Quantification of the percentage of time spent exploring the animal or
the object at P17 (D), P25 (E) and P30 (F) in the same experimental groups as above. (G) Analysis of motor
behavior at P17, P25 and P30 of the same experimental groups mentioned above. As it can be seen,
treatment with rhVEGF-B completely restores recognition memory and social behavior, and partially
improves motor behavior. *p< 0.05; ** p< 0.01, differences between PCD and WT groups; # p< 0.05; ## p
< 0.01 for differences between PCD-NaCl and PCD-rhVEGF-B experimental groups and PCD mice.

These results are comparable to those observed in animal models of Parkinson's disease,
where preventive treatment with rhVEGF-B improved motor behavior (Falk et a/, 2011;
Yue et al, 2013).
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Our datademonstrate for the first time the neuroprotective effect of rhVEGF-B treatment
at the same time on motor, cognitive and social behavior, as there are no previous studies
showing this neuroprotective effect in models of cerebellar ataxia or other cognitive-

affective alterations.

Effect of treatment at the histologic level

To test the effect of treatment with rhVEGF-B administered every second day on Purkinje
cell viability, we performed an analysis of the density of those neurons and apoptotic cells
at P30. In view of the results obtained, we decided to repeat it five days earlier, at P25, to
better understand the details of the improvement observed, as well as its temporal
extension. In any case, to facilitate the discussion of these data, we will describe them

chronologically.

The analysis of Purkinje cell survival after rhVEGF-B treatment (Fig. 6) showed a similar
neuronal density to WT mice at P25 (Fig. 7 A; p > 0.05). On the other hand, untreated PCD
mice showed a significant reduction in cell density, with differences compared to WT mice
(p=0.002) and PCD-rhVEGFB (Fig. 7 A; p=0.035). However, at P30, although we found a
significant increase in Purkinje cell density in treated mice compared to PCD mutants (p=
0.009), this value was significantly lower than the corresponding of WT mice (Fig. 7 B; p=
0.008). Finally, we did not observe any differences between PCD and PCD-NaCl mice (p>

0.05), so any effect due to the repeated manipulation of the animas was not evident.

PCD-rhVEGFB

PCD-rhVEGFB

Figure 6. Effect of rhVEGF-B treatment at the histologic level. (A-C) Calbindin immunofluorescence (Cb28k, in
red) of sagittal sections of cerebellar vermis from WT (A), PCD (B), and PCD-rhVEGFB (C) mice at P25. (D-F)
Calbindin immunofluorescence (Cb28k, in red) of sagittal sections of the cerebellar vermis from the same
experimental groups as above at P30. Note the higher number of neurons in PCD-rhVEGFB mice compared to
the other PCD groups. In addition, the cell density of treated mice at P25 is qualitatively like that of WT mice.
Scale bar equals 500 um.

157



Thus, the initial protection exerted by rhVEGF-B was not maintained indefinitely over
time. These data are consistent with what has been observed in several studies
demonstrating the neuroprotective effect of VEGF-B in neurodegenerative diseases such
as Parkinson's disease and amyotrophic lateral sclerosis, where an increase in neuronal
density was associated with behavioral improvement (Poesen et al, 2008; Falk et al, 2011;
Yue et al, 2014). Regarding the temporal extent of the effects of rhVEGF-B, our data
suggest that the neuroprotection exerted occurs during treatment. These effects seem to
be somewhat more prolonged, because at P25, despite the end of treatment, we still found
an apparent neuroprotective effect. On the contrary, at P30 -ten days after the end of the
administration-, due to the rapid and aggressive degeneration associated with the pcd
mutation (Mullen et al, 1976; Wang and Morgan, 2007; Baltanas et a/, 2011a), Purkinje
cell death was again evident, although in an attenuated or delayed manner. On the other
hand, we know that the protective effects of VEGF-B are preventive. Studies in animal
models of Parkinson's disease showed that administration of VEGF-B prior to the onset of
damage led to an improvement in cell density and behavior. However, this did not occur

when treatment began after the onset of degeneration (Yue et al, 2014).
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Figure 7. Effect of VEGF-B treatment on Purkinje cell density and apoptosis. (A, B) Quantification of cell
survival at P25 (A) and P30 (B) in WT, PCD, and PCD-rhVEGFB mice. Note that at P25 the density of Purkinje
cells in treated mice is similar to the WT mice one, whereas at P30 the density of treated mutants decreases
significantly, although it is still higher than in untreated PCD mice. At this same age (P30), no differences were
detected between untreated PCD and PCD-NaCl mice; thus, we can exclude the effects of continuous
administration on cell density. (C, D) Graphical representation of the density of apoptotic cells in the
cerebellum at P25 (C) and P30 (D) in the same detailed experimental groups. Note that PCD-rhVEGFB mice
show an increase in apoptotic cells at both P25 and P30, being higher at the latter age than in untreated WT
and PCD mice. *p< 0.05; ** p< 0.01
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After these experiments and given the relationship between VEGF-B and the suppression
of cell death, we decided to perform an apoptosis study in the Purkinje cell layer. In this
regard, we found a significant increase in the density of apoptotic cells at P25 only in PCD
compared to WT mice (p < 0.001), while the values of PCD-rhVEGFB animals appeared
intermediate between the WT and PCD groups (Fig. 7 C; p > 0.05 for both experimental
groups). In contrast, at P30, we saw that apoptotic cells were significantly increased in
PCD-rhVEGFB, reaching higher levels than those found in WT and untreated PCD mice
(Fig. 7 D; p < 0.001). Therefore, these data suggest that the neuroprotective effect of
VEGF-B is due to a partial inhibition or delay of apoptosis (Li efal, 2008), at least until P25.
This may occur for several reasons. First, like what was explained above, we may be dealing
with aremaining neuroprotective effect of the treatment since it ends at P20. On the other
hand, the increase in apoptosis observed at P30 in treated mice may be due to their higher
Purkinje cell density compared to standard mutant animals. Thus, since cell death is
delayed in treated mice, there is a higher density of Purkinje cells susceptible to DNA
damage and to continue their degeneration process, which translates into increased

apoptosis labeling by the TUNEL technique.

In conclusion, rhVEGF-B administration delays Purkinje cell death, leading to a partial
improvement in motor coordination and overall improvement in cognitive and social

functions, although these effects appear to diminish as neurodegeneration progresses.

Treatment with rhVEGF-B does not lead to improvements in skeletal muscle

Cerebellar ataxias are not only associated with problematic primary neuronal damage, but
also cause secondary muscle atrophy (Milne et al, 2016). Therefore, the functional
improvement of treated mice could be found not only in the attenuation of Purkinje cell
death, but also outside the encephalon, as we have observed in previous studies from our
laboratory (Diaz et a/, 2018). Consequently, we analyzed skeletal muscle from WT, PCD,
and PCD-rhVEGFB mice at P30. In this regard, we did not find any differences between
the WT and PCD groups, nor did we find any histological variation when we analyzed
muscle fibers from rhVEGF-B treated vs. untreated animals (data not shown). These
differences with the aforementioned studies may be due to the fact that the alteration of
muscle fibers in PCD mice was detected at a much older age than those analyzed in the
present study (Carrascosa et al, 2004; Diaz et al, 2018). Therefore, the behavioral
improvement of mutant mice after treatment seems to be almost exclusively due to

increased neuronal survival in the cerebellum.
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Effect of the pcd mutation on mitochondrial quality

Previous studies have demonstrated mitochondrial changes in PCD mice during their
degenerative process, comprising both morphological alterations (Chakrabarti et al,
2010) and a decrease in complex respiratory chain activities (Chakrabarti et a/, 2009).

However, it is currently unknown when this onset of mitochondrial dysfunction occurs.

To conduct this study, we analyzed several markers of mitochondrial quality at P10
(before the onset of neurodegeneration, when no degenerative signs are reported), P15
(when pre-neurodegeneration begins), and P25 (when degeneration is overt; Mullen et a/,
1976). The markers used were MTCO1, PCx, and SHMT2. MTCO1 is the subunit | of the
enzyme cytochrome c oxidase, one of the three subunits of complex IV encoded by
mitochondrial DNA. Therefore, by analyzing MTCO1 expression, we study the capacity of
oxidative phosphorylation of mitochondria (https://www.ncbi.nIm.nih.gov/gene/17708).
A failure of this process leads to a redox imbalance and an increase in reactive oxygen
species (Motori et al, 2020). PCx is an enzyme that catalyzes the conversion of pyruvate
to oxaloacetate (Utter et al, 1963). It is a key anaplerotic enzyme because it is involved in
maintaining adequate concentrations of the various components of the Krebs cycle

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/5091). Finally, SHMT2 is an enzyme that catalyzes

the reversible reaction of serine and tetrahydrofolate to glycine, so it is primarily
responsible for glycine synthesis (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/6472). Both PCx
and SHMT2 are key players in the response to mitochondrial stress, so changes in their
expression give us information about the status of these organelles (Suomalainen et al,
2017; Kiese et al, 2021). This analysis was performed using an image tool called integrated
density (ImageJ), which analyzes the intensity of each labeling and its occupied area, also

relativized to the area of the neuronal soma.

Starting at P10 (Fig. 8 A-C), we found a reduction in oxidative phosphorylation -measured
by MTCO1 levels (Fig. 8 A)- and an increase in mitochondrial stress response proteins -
staining levels of PCx (Fig. 8 B) and SHMT2 (Fig. 8 C)- in PCD mice (p = 0.029, for all
markers). Thus, we observed an altered expression of all markers of mitochondrial
dysfunction before the neuronal degeneration. We should recall that the onset of pre-
degeneration is estimated at P15, when cytological and nuclear changes are observed in
Purkinje cells without detectable cell death (Baltanas et a/, 2011a, 2011b, 2019; Mufoz-
Castafeda et al, 2018).
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/5091

Surprisingly, our data indicate that mitochondrial alterations are already present from
P10, i.e., 5days earlier. In this sense, the marked dysfunction of oxidative phosphorylation
that we found before the onset of neurodegeneration may be an additional explanation for

the rapid neuronal dysfunction of PCD mice (Motori et al, 2020).
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Figure 8. Effect of the pcd mutation on mitochondrial quality throughout the neurodegenerative process.
Analysis of MTCO1 (A, D, G), PCx (B, E, H) and SHMT2 (C, F, 1) at P10 (A-C), P15 (D-F) and P25 (G-1) in WT and
PCD mice. As it can be seen, a dysfunction in oxidative phosphorylation capacity starts as soon as at P10, which
is accompanied by an increase in stress response proteins. However, PCx activation ceases at P25, probably
due to the rapid cell death that occurs at this age. * p< 0,05.

We observed almost the same results at P15 (Fig. 8 D-F) and P25 (Fig. 8 G-1). At both ages,
areduction in oxidative phosphorylation was observed in PCD mice (Fig. 8 D, G; p=0.029

for both comparisons). However, the activation of the response to protein stress changed.
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At P15, we saw an increase in PCx (Fig. 8 E) and SHMT2 (Fig. 8 F) labeling in mutant mice
(similarly to P10; p = 0.029 for both comparisons), whereas at P25, we only found an
increase in SHMT2 (Fig. 8 I; p=0.029), while PCx labeling remained similar to the WT mice
one (Fig. 8 H; p > 0.05). When the respiratory chain is dysfunctional, levels of reactive
oxygen species can increase dramatically, leading to increased cellular stress (Motori et al,
2020). Starting with PCx, similar to what other studies have found in cerebellar
neurodegeneration with mitochondrial dysfunction (Motori et a/, 2020), we detected an
increase in its expression in the neuronal somata, whereas in WT mice this enzyme was
restricted to adjacent Bergman glia (Waelsch et a/, 1964; Yu et al., 1983; Motori et al,
2020). One of the mechanisms by which PCx provides protection against mitochondrial
dysfunction is the use of glucose-derived pyruvate to replenish oxaloacetate in the Krebs
cycle, which is used for fatty acid and amino acid synthesis when the availability of these
nutrients is limited (Kiesel et a/, 2021). In addition, the oxaloacetate produced may also
contribute to the protection against oxidative stress (Ronnebaum et al, 2006) that
Purkinje cells experience, as it increases the expression of factors closely related to
mitochondrial quality, such as MTCO1 (Wilkins et al, 2016). Thus, although the stress
response is activated from P10 onwards, it may not be sufficient to alleviate the sum of
impairments suffered by Purkinje cells (in addition to mitochondrial damage), so these
neurons no longer have the plasticity that characterizes them, ending up in a process of

neuronal death (Motori et al, 2020).

Finally, we also observed an increase in SHMT2 both at P15 and P25. In cells with
mitochondrial DNA damage, there are transcription factors that trigger a robust response
to mitochondrial stress, with particular interest in the mitochondrial folate cycle, which is
generally found to be induced in affected tissues (Fenech, 2012; Fan et al, 20114; Yang et
al, 2020). Precisely, SHMT2 is a key enzyme in this cycle. Several studies have shown that
the proper functioning of mitochondrial folate cycle is important for the assembly of
electron transport chain complexes and thus for proper oxidative phosphorylation
(Rucker et al, 2011; Morscher et al, 2018). Therefore, this cycle has been found to be
induced upon mitochondrial damage as it can stimulate oxidative phosphorylation
(Anderson et al, 2011; Bao et al, 2016; Mentch et al, 2015; Kottakis et al, 2019).

In this context, our results indicate that mitochondrial dysfunction is an early marker of
PCD pre-neurodegeneration, a status that can be more extended than previously
described. Furthermore, Purkinje cells from PCD mice exhibit a high degree of metabolic

plasticity /n vivoby upregulating mitochondrial enzymes with neuroprotective properties.
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Effect of treatment with rhVEGF-B on mitochondrial quality.

One of the roles of VEGF-B is to maintain proper mitochondrial function (Olsson et al,
2006; Falk et al, 2010; Hagberg et al, 2010; Dhondt et al, 2011; Yue et al, 2014).
Therefore, we analyzed the above-mentioned markers -MTCO1, PCx and SHMT2-alsoin
rhVEGF-B-treated PCD mice at P25 to test whether the treatment has beneficial effects

on mitochondrial quality.

Analyses were performed at P25, key point in the Purkinje cell death process, and after the
complete treatment with rhVEGF-B. Our results showed that MTCO1 levels in PCD-
rhVEGFB mice were similar to those in WT mice (Fig. 9 A; p > 0.05), also showing
differences with untreated PCD mice (Fig. 9 A; p < 0.001). Conversely, the SHMT2-
mediated mitochondrial stress response was still active (Fig. 9 C; p PCD = 0.024; p PCD-
rhVEGFB = 0.014, p valuesfrom comparisons to WT mice). Moreover, the labeling of PCx
in treated mice appeared even higher than in WT (Fig. 9 B; p=0.023) and PCD mice (Fig. 9
B; p=0.032).
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Figure 9. Effect of rhVEGF-B treatment on mitochondrial quality at P25. The graphs show the integrated
density of MTCO1 (A), PCx (B) and SHMT2 (C) in WT, PCD and PCD-rhVEGF-B mice. As it can be seen,
treatment restores MTCO1 levels, although the stress response remains activated. *p< 0.05; **p< 0.01.

Therefore, we observed a recovery of oxidative phosphorylation capacity measured by
MTCO1 after treatment. This increase in MTCO1 activity may be because VEGF-B is a
target of PGC-1a (Mehlem et a/, 2016), a central regulator within mitochondrial function,
that also exerts a protective effect in neurons. On one hand it increases the uptake of long
chain fatty acids through FATP1 and FATP4, improving mitochondrial function and
reducing oxidative damage (Caballero et a/, 2017). On one hand it increases the uptake of
long-chain fatty acids through FATP1 and FATP4, improving mitochondrial function and
reducing oxidative damage (Caballero et a/, 2017). On the other hand, it activates the
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transcription factors NRF1 and NRF2 (Corona and Duchen, 2015), which have an

enhancing effect on mitochondrial biogenesis (Rowe et al, 2010).

This suggests that VEGF-B either regulates directly PGC-1a and subsequently increases
mitochondrial activity or increases mitochondrial activity and results in PGC-1a activation

to sustain increased ATP production (Caballero et al, 2017).

In parallel, treatment with rhVEGF-B did not reduce the PCx-mediated mitochondrial
stress response; on the contrary, we found an increase in this marker compared to both
WT and PCD mice. For its part, SHMT2 remained similar to that of PCD mice, and we found
an increase with respect to WT mice. Since rhVEGF-B treatment restores MTCO1 levels,
while PCx and SHMT2 increase in response to deficiencies in oxidative phosphorylation,
this overall increase in stress response proteins may be due to two non-exclusive
situations. First, it is possible that although we found increased mitochondrial density, we
did not restore mitochondrial functionality, so that activation of the PCx and SHMT2
stress response mechanisms was still required. On the other hand, the response to stress
may not be completely turned off after treatment. Indeed, we know that this activation
proceeds in time steps (Forsstrém et al, 2019); however, the mechanisms underlying the
activation or inhibition of these responses are not known. Since the treatment started at
P10, when MTCO1 was already affected and thus the activation of PCx and SHMT2 had
already started, it may result in this mitochondrial stress response remaining active and
not being turned off after mitochondrial functional recovery. In addition, we found an
increase in PCx in rhVEGF-B-treated mice that was reduced in untreated PCD mice from
a previous raise. Since the activation of stress response proteins depends on both the
severity and the timing of the onset of damage (Forsstrom et al, 2019), this increase
suggests a delay in mitochondrial dysfunction. On the other hand, these data are
consistent with what was observed in the first aim of this thesis: an increase in VEGF-B
expression at P15 in PCD mice. Such increase would correspond to changes in oxidative
phosphorylation, and an increase in PCx and SHMT2. This expression peak of VEGF-B at
P15 seems to be a natural cellular plasticity process that allows neurons to mitigate
mitochondrial dysfunction at an early stage. However, at P25 we did not observe VEGF-B
changes, and, in this case, we saw that the mitochondrial stress responses in PCD mice
ceased, probably due to impending Purkinje cell death. In addition, treatment with
rhVEGF-B caused an increase in the stress response and, thus, an increase in neuronal
plasticity, which allowed us the alleviation, at least temporarily, of the mitochondrial

dysfunction.
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Therefore, we have shown that treatment with VEGF-B has neuroprotective effects onthe
PCD mutant mouse at both the neuronal and behavioral levels. In addition, we know that
it also affects mitochondrial functionality, which is altered prior to the onset of
neurodegeneration, and this may be the origin of the neuroprotection observed. Given the
neuroprotective capacity of VEGF-B, its proven effect on mitochondria, and the fact that
these organelles are often affected in degenerative processes, it seems reasonable to

promote research on this substance with a translational (or even clinical) point of view.

CONCLUSIONS

In accordance with the objectives of this Doctoral Thesis, and based on the results

obtained and their subsequent discussion, we have reached the following conclusions:

I. The neurotrophic factors IGF-1 and VEGF-B show an altered expression in PCD
mice. Their abnormal fluctuations are related to a specific moment of the
degenerative process, VEGF-B being fundamental in the early stages of
neurodegeneration and IGF-1 in the later stages. In other words, the
neurodegenerative process in PCD mice is accompanied by changes in the
expression of neurotrophic factors, which fluctuate according to the stages of this
process.

Il. Treatment with rhIGF-1 has the systemic effect of increasing body weight in PCD
mice. However, it does not have a protective effect on Purkinje cells and does not
improve the performance of behavioral tests. Thus, rhIGF-1 is ineffective against
cerebellar degeneration in the PCD mutant mouse.

lll. Treatment with rhVEGF-B exerts a protective effect on Purkinje cells in the PCD
mouse, resulting in a partial improvement of motor, cognitive and social functions.
This neuroprotection is mainly due to the inhibition of apoptosis and the
amelioration of mitochondrial dysfunction, which is present in mutant mice before
the onset of pre-neurodegeneration. Therefore, rhVEGF-B treatment has

remarkable therapeutic effects against neuronal degeneration in PCD mice.

These results confirm our hypothesis: the treatment with neurotrophic factors, especially
VEGF-B, has protective effects against cerebellar degeneration associated with the pcd

mutation.
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APENDICE | APPENDICE

SOLUCIONES DE USO COMUN
COMMONLY USED SOLUTIONS






Fijador Somogyi | Somogyi fixative.

Compuesto por paraformaldehido 4 % (p/v) y acido picrico saturado al 15 % (v/v),
tamponadoen PB0,1 M, pH 7,4.

Composed of 4 % (w/v) paraformaldehyde and 15 % (v/v) satured picricacid in 0.1 PB, pH 7.4.

Medio de montaje para fluorescencia “antidevanecimiento” | Antifade mountin médium

Formado por glicerol al 70 % (v/v), n-propil galato al 5 % (p/v), glicina al 0,42 % (p/v) y azida
al 0,003 % (p/v).

Made of 70 % (v/v) glycerol, 5% (w/v) n-propyl gallate, 0.42 % (w/v) glycine and 0.003 azida.

Mezcla congeladora para secciones | Freezing mixture for sections

Constituida por glicerol al 30 % (v/v) y polietilenglicol al 30 % (v/v) tamponados con PB 0,1
M, pH 7,4.

Composed of 30 % (v/v) glycerol and 30 % (v/v) polyethylene glycol in 0.1 M PB, pH 7.4.

Solucién crioprotectora de sacarosa | Sucrose solution for cryoprotection

Compuesta por sacarosa al 30 % (p/v) disueltaen PB 0,1 M, pH 7,4.
Composed of 30 % (w/v) sucrose dissolved in 0.1 PB, pH 7.4.

Solucién para gelatinizar portaobjetos | Gelatin slide-coating solution.

Compuesta por gelatina en polvo al 0,45 % (p/v) y sulfato de potasio y cromo Il
dodecahidrato disueltos en H,O Elix.

Made of 0.45 % (w/v) of powdered jelly and 0.044 % (w/v) of chromium Il potassium
sulfate-12H20 dissolved in H2O Elix.

Solucién salina isoténica | Isotonic saline solution.

Se compone de NaCl al 0,9 % (p/v) en H.O Elix.

Composed of 0.9 % (w/v) NaCl dissolved in H2O Elix.

Tampén fosfato 0,2 M, pH 7,4 | Phosphate buffer 0.2 M, pH 7.4.

Se obtiene mezclando soluciones 0,2 M de Na2HPO4-12H,0 y NaH2PO4-2H,0. Para un
volumen de dos litros, se disuelven 107,4 g de Na2HPO4-12H,0 en 1500 ml de H,O Elix y
15,6 g de NaH2P0O4-2H,0 en 500 ml de H20 Elix. Mezclar hasta el pH deseado de 7,4.

Obtained by mixing 0.2 M Na2HPO4-12H,0 and NaH2P0O4-2H,0. For 2 liters, dissolve
107.4 g Na2HPO4-12H50 in 1500 ml Elix H,O and 15.6 g NaH2P0O4-2H,0 in 500 ml Elix
H»O. Mix until pH 7.4.
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Tampén fosfato 0,1 M, pH 7,4 | Phosphate buffer 0.1 M, pH 7.4.

Se prepara diluyendo la solucién de Tampén fosfato 0,2 M, pH 7,4 a la mitad en H,O Elix.
Prepared by diluting Phosphate buffer 0.2 M, pH 7.4 by half (1:1) in Elix H,O.
Tampon fosfato salino, pH 7,4 | Phosphate-buffered saline (PBS), pH 7.4.

Para obtener un litro de la solucién se disuelven los siguientes componentes en H,O Elix:
8 gde NaCl,0.2gde KCl, 3.63 gde Na2HPO4:12H,0y 0,21 g de KH2POA4. Se ajusta el pH
a’A.

For 1 liter, the following chemicals are dissolved in Elix H,O: 8 g NaCl, 0.2 g KCI, 3.63 g
Na2HPO4-12H,0 and 0.21 g KH2PO4. pH is adjusted to 7.4.

Tampo6n BSA 3 % | BSA buffer 3%

Para preparar 500 ml se afiade 15 g BSA a 500 ml de PBS 1X.
For 500 ml mix 15 g BSA in 500 ml PBS 1X.

Tampon Tris -EDTA para recuperacion antigénica | Tris-EDTA buffer for antigen recovery.

Para preparar un litro, se disuelven 1,21 g de Trizma base 10 MMy 0,37 gde EDTA 1 mM,
pH 9,0 en 1000 ml de H2O Elix. A continuacién, afadir 0,5 ml de Tween 20.

For 1 liter,dissolve 1.21 g Trizmabase 10 mM and 0.37 gEDTA 1 mM, pH 9.0 in 1000 ml Elix
H>O. Then, add 0,5 ml Tween 20.

Solucién de citrato sédico 1 M | Sodium citrate solution 1 M

Se obtiene disolviendo 29,4 g de citrato trisédico dihidrato en 100 ml de H,O Elix.
Prepared by diluting 29.4 g trisodium citrate dihydrate in 100 ml Elix H2O.
Tampén SSC 20X, pH 7,0 | SSC buffer 20X, pH 7.0

Para preparer 50 ml se mezcla 8,77g de NaCl 3 M con 4,41 g de citrato trisédico dihidrato
0,3 Men 30 ml de H,O Elix. Se ajusta el pH a 7,0 y se enrasa con H,O hasta los 50 ml.

For 50 ml, dissolve 8.77 g NaCl 3M and 4.41 g trisodium citrate dihydrate 0.3 M in 30 ml Elix
H»O. pH is adjusted to 7.4 and make up to 50 ml with H,O.

Tampén TUNEL, pH 7,2 | TUNEL buffer, pH 7.2

Para obtener 100 ml se mezclan 15 ml de una solucién de Tris-HCI 0,2 M, pH 7,2,2,997 g
de cacodilato de sodio, 23,793 mg de cloruro de cobalto y 1,5 ml de Tritén X-100 al 20 %
(v/v). Por altimo, se ajusta el volumen hasta 100 ml con H2O Elix.

For 100 ml, mix 15 ml of a solution of Tris-HCI 0.2 M, pH 7.2, 2.997 g sodium cacodylate,
23.793 mg cobalt chloride and 1.5 ml Triton X-100 20 % (v/v). Finally, make up to 100 ml with
H-0.
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