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1.) Campo de aplicacion / lineas prioritarias: Ciencia Basica- Traslacional. Linea:
Neurociencia, Neurobiologia del Ejercicio. Campo de aplicacion: Medicina Preventiva y
Regenerativa.

2.) Titulo del Proyecto: “Efectos del ejercicio aerébico sobre el citoesqueleto
neuronal en ratas de ambos sexos”

3.) Entidades Participantes?

Entidad:2

1) Laboratorio de Neuroproteccidon y Neuroreparacion. Instituto de Biologia Celular y
Neurociencias Dr. E. De Robertis (IBCN), CONICET. Sede: Facultad de Medicina-UBA.
Paraguay 2155- 3er. piso.

CABA-Cddigo Postal 1121

+54 (011) 5285-3171

+54 (011) 5285-3170

Tipo de vinculacién: Colaboracion académico-cientifica.

Descripcién _de la vinculacién: Colaboracién a través de recursos compartidos. El
laboratorio aportard la infraestructura, equipamiento, algunos reactivos y técnicas
especificas para el procesamiento, andlisis de muestras y determinacién de marcadores
celulares de interés.

2) Instituto de Virologia e Innovaciones Tecnoldgicas (IVIT), CICVyA. Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (INTA-CONICET).

Los Reseros y N. Repetto s/n

1686, Hurlingham, Buenos Aires-Argentina

Tel. +5411-4621-1278 Int. 3607

Tipo de vinculacion: Colaboracion académico-cientifica.
Descripcién _de la vinculacién: Colaboracion a través de recursos compartidos. El
laboratorio aportard la infraestructura, equipamiento, algunos reactivos y técnicas biologia
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molecular especificas para el procesamiento, analisis de muestras y determinacion de
marcadores moleculares de interés.

4.) Responsables:
4.1) Cétedra/s sede: Biologia Celular y Molecular- Sede Centro y San Isidro

4.1.a) Directora del Bioterio de UCES, perteneciente al Departamento de Investigacion de
la Universidad.

4.2.b) Profesora Asociada de la Cétedra de Biologia Celular y Molecular de la Carrera de
Medicina de UCES.

Sedes: Centro, San Isidro.

4.2.) Director del Proyecto:

Apellido y Nombre?: Prof. Dra. Adriana Pietrelli

Lugar Principal de Trabajo*:

1) Bioterio de UCES, perteneciente al Departamento de Investigacion de la Universidad.
Sedes Centro y San Isidro.

Funciones®: Primer autor. Funcién de coordinaciéon general que incluye: monitoreo,
direccién y evaluacion de la marcha del Proyecto. Ademas, interviene en la produccion y
andlisis estadistico de datos y publicacién de resultados.

Dedicacion® 25 h/sem

2) Profesora Asociada de la Céatedra de Biologia Celular y Molecular de la Carrera de
Medicina de UCES. Sedes: Centro, San Isidro.

Dedicacion’ 25 h/sem

4.3.) Co-director del Proyecto:

Apellido y Nombre?®: Prof. Dr. Carlos Feleder

Lugar Principal de Trabajo®: Director del Departamento de Investigacion de la
Universidad. Departamento de Posgrado.

Funciones'®: Co-Director del Proyecto. Se ocupara de evaluar la marcha del Programa.
Intervendra en la publicacion de resultados.

3 Anexar CV actualizado

4 En funcién de las horas semanales dedicadas.

® Se refiere a las funciones que desarrollara para monitorear, dirigir y evaluar la marcha del Programa.
6 Expresado en Horas Semanales dedicadas a la labor de gestionar el Programa.

" Expresado en Horas Semanales dedicadas a la labor de gestionar el Programa.

8 Anexar CV actualizado

® En funcidn de las horas semanales dedicadas.
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Dedicacion'! 10 h/sem

5.) Antecedentes del Equipo de Investigacién

Nuestra linea de investigacion estudia la neurobiologia del ejercicio en un modelo de rata
Wistar convencional. EI factor “ejercicio”, a diferencia de otras intervenciones
experimentales de distinta naturaleza (farmacolégica, intervenciones quirdrgicas,
manipulaciones genéticas, etc) tiene como targets todos los tejidos y sistemas. Sin
embargo, los blancos principales del ejercicio son aquellos sistemas directamente
involucrados en la actividad fisica: el sistema circulatorio, enddcrino y nervioso e inclusive
el sistema immune (Zu and Song, 2024). Nuestro trabajo se focaliza principalmente en el
SNC, en é&reas relacionadas con la memoria y el aprendizaje: corteza cerebral,
hipocampo, estriado y cerebelo. Para estudiar la respuesta de areas selectas cerebrales
al ejercicio aerébico de moderada intensidad, desarrollamos un modelo fisiolégico que se
basa en un protocolo de ejercicio regular de moderada intensidad y caracteristicas
aerobicas, con un treadmill-running motorizado. La poblacion en estudio, ratas macho y
hembra, se produce ad hoc en nuestro Bioterio. Nuestro laboratorio cuenta con reportes
anteriores publicados en revistas cientificas internacionales con referato. Dichas revistas
pertenecen a la especialidad de Neurociencias y Neurociencia Cognitiva, indexadas con
un IF de 3 0 mas (Pietrelli et al., 2011, 2012; 2014; 2018; 2020).

Una parte de los experimentos se llevan a cabo en salas experimentales del Bioterio de la
Universidad. La obtencién y procesamiento de muestras, y determinaciones se realizan en
laboratorios externos especialmente equipados, y estadn a cargo de investigadores que
colaboran con nuestros trabajos. Algunos de los investigadores que participan son
docentes de UCES y, ademas, como parte del proyecto de transferencia del conocimiento
cientifico y formacion en investigacion que venimos desarrollando en el Bioterio desde el
afio 2019, se sumaron estudiantes al presente proyecto.

6.) Problemay Justificacién

Ha sido extensamente documentado que el ejercicio produce grandes beneficios a la
salud cerebral. Algunos autores (Maugeri et al.,, 2024) sostienen que produce un
“rejuvenecimiento cerebral” que resulta de los cambios en la arquitectura neuronal y glial,
en la sinaptogénesis y funcién sindptica, supervivencia, diferenciacion, neurogénesis
adulta, angiogénesis, asi como en las funciones cognitivas superiores.

La morfologia de neuronas y glia es diversa y esta directamente asociada con su funcion.
Dado que las células nerviosas son post mitéticas, es fundamental conocer qué proteinas
y estructuras celulares estan involucradas en el mantenimiento de la forma celular a lo

10 Se refiere a las funciones que desarrollara para monitorear, dirigir y evaluar la marcha del Programa.
11 Expresado en Horas Semanales dedicadas a la laboral de gestionar el Programa.
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largo de su vida, y en consecuencia, cuales subyacen a la funciéon neural (Pigino et al.,
2012). En este sentido, las proteinas del citoesqueleto juegan un rol central en la
creacion y mantenimiento de las formas celulares en todos los tejidos. Entre sus funciones
podemos mencionar: proveen organizacion estructural interna ayudando a establecer
compartimientos metabolicos; sirven como guias para el transporte intracelular y
posicionamiento de estructuras subcelulares; mantenimiento de dominios funcionales y
polarizacion celular.

La perturbacion de las propiedades dinamicas normales de los microtubulos (MTs), por
ejemplo, es suficiente para causar neurodegeneracion. En consecuencia, las alteraciones
en la dinAmica, morfologia y distribucién del citoesqueleto son, muchas veces, el rasgo
distintivo de diferentes neuropatologias, que incluyen neuropatias téxicas, demencia,
enfermedad de Alzheimer (AD), enfermedad de Parkinson (PD) vy otras condiciones
neurodegenerativas (Pigino et al., 2012). En algunos casos, la alteracion del citoesqueleto
es el mecanismo patogénico primario, y en otros casos, es secundaria a la patologia que
finalmente, resulta en disfuncién neuronal. También se estudiaron (Reinés et al., 2004) los
cambios morfol6gicos en el citoesqueleto en un modelo animal de depresién, observando
modificaciones en la dinamica del ensamblado de los neurofilamentos (NF) y la expresion
de sus tres subunidades constitutivas, en el hipocampo.

Las alteraciones en las proteinas asociadas a MT, que promueven su ensamblaje y
estabilidad o en sus patrones de fosforilacion, se han relacionado con la fisiopatologia de
diferentes trastornos neurocognitivos (Gao et al., 2024). Las proteinas del citoesqueleto,
ademas, son fundamentales en el proceso de regeneracion luego de una injuria tisular,
evento de isquemia o hipoxia. El proceso de reperfusién luego de una isquemia
experimental (Xiong et al., 2019), demostré6 que aparecen cambios coordinados en la
expresion de MTs y de proteinas asociadas a microtubulos (MAPs) y a los NF, en el
hipocampo. En la misma linea, un experimento (Guo et al., 2019) realizado con ratas
sometidas a isquemia por oclusién de la arteria carétida demostr6 un decremento
significativo de la razén F-actina/ G-actina en el area CA1 del hipocampo, que afecto los
procesos dendriticos y, por lo tanto, las sinapsis y la funcion neuronal.

En una publicacién reciente (Zu and Song, 2024) se destacé el rol del ejercicio y su
impacto en distintos sistemas organicos. Los autores sostienen que “el ejercicio es
medicina” y esta involucrado en la prevencion de muchas enfermedades como obesidad,
diabetes, enfermedades cognitivas y neurolégicas.

Actualmente se esta utilizando “la mimética del ejercicio” como estrategia para el disefo
de nuevas drogas que pueden “mimetizar’ y amplificar los efectos del ejercicio para tratar
enfermedades especificas. La empresa Novartis desarrollé un agonista de IL-15, N1Z985,
que tiene efectos antiinflamatorios y anti tumorales basandose en esta aproximacion,
siendo el primer reporte del uso de la mimética del ejercicio para tratar el cancer.
Obviamente, este abordaje tiene sus limitaciones y, ademas de desarrollar terapias
farmacologicas, es necesario intensificar el estudio y la comprension de las interacciones
gue produce el ejercicio a nivel molecular, celular, tisular y sistémico.
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En este trabajo proponemos estudiar los posibles efectos de un modelo de ejercicio
aerobico regular, que desarrolllamos en nuestro laboratorio, en la morfologia, arquitectura,
ultraestructura y distribucion de proteinas del citoesqueleto y asociadas, en neuronas y
glia, para lo cual se trabajard con areas selectas cerebrales: corteza, hipocampo y
estriado que estan involucradas en la memoria y aprendizaje, consistente con nuestra
linea de trabajo y reportes previos. También, el posible dimorfismo sexual en la respuesta,
gue no habiamos abordado hasta ahora.

Consideramos que el presente trabajo colaborard con la comprensién de los efectos del
ejercicio moderado sobre la respuesta de proteinas estructurales del citoesqueleto y
algunas proteinas asociadas que regulan su funcionamiento, asi como la expresion de
proteinas vinculadas con la plasticidad neuronal dependiente de la actividad que parecen
tener un rol en la patogénesis de procesos neurodegenerativos que muestran disrupcion
del citoesqueleto.

7.) Marco conceptual

El desarrollo y mantenimiento de la polarizacién neuronal con dos dominios morfolégica y
funcionalmente distintos, axones y dendritas, es dirigido por el citoesqueleto para proveer
compartimentalizacion y direccionalidad a la comunicacion neuronal y regular el transporte
de organulos y moléculas a lo largo de las neuritas. Las propiedades constitutivas de las
proteinas del citoesqueleto, actina, tubulina y asociadas, su dinamica, geometria y
asociacion con motores moleculares, asi como su rol en la integracion de programas
genéticos y sefiales intra y extracelulares en tiempo y espacio, determinan la
citoarquitectura neuronal y, por lo tanto, el establecimiento de redes complejas que dirigen
y controlan la integracion funcional del organismo (Conde et al., 2022).

Los tres componentes del citoesqueleto, microtubulos (MTs), neurofilamentos (NFs) y
microfilamentos (MFs) tienen diferentes propiedades, ultraestructura, composicion y
organizacion caracteristicas (Fig. 1). Ademas, dependiendo del tipo celular y del dominio
subcelular, estos complejos estructurales pueden especializarse aun mas (Pigino et al.,
2012). La morfologia de las neuronas y glia es generada por la diversa especializacion
de MTs, NFs y MFs, que forma un set de estructuras dindmicas y que estan sujetas a la
influencia de sefales extracelulares (Schatzle et al., 2015).
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Microfilament

Fig. 1: Microfilamentos, microtubulos vy filamentos
intermedios en el SN. Cada estructura del citoesqueleto tiene
una ultraestructura distintiva. Este esquema ilustra sus
caracteristicas principales:1) Los MFs (4-6 nm) estan
formados por dos hebras de a y B-actina enroscadas como
hilos de perlas. Las subunidades individuales son proteinas
globulares asimétricas que le dan al microfilamento su
polaridad. 2) Los MTs (25 nm) estan constituidos por
subunidades globulares que forman un heterodimero de a y 3-
tubulinas. Estos dimeros estan organizados en 13 hebras
lineales, o protofilamentos, con subunidades de R-tubulina
orientadas hacia el extremo positivo del microtibulo. El
ensamblaje de los MFs y MTs esti4 acoplado a la hidrdlisis
lenta de nucleétidos, ATP para los microfilamentos y GTP para
los microtibulos. 3) Los filamentos intermedios (FIs) o
neurofilamentos (NFs) son moléculas con forma de cilindro que
se autoensamblan sin nucleétidos. Se cree que la estructura
del filamento central es una disposicion en forma de cuerda de
subunidades individuales. Los filamentos gliales son filamentos
intermedios tipicos de tipo Ill, ya que forman homopolimeros
sin brazos laterales. Por el contrario, en las neuronas, los NFs
son heteropolimeros formados a partir de tres subunidades, de
alto PM, NFH; de PM intermedio, NFM; y de PM bajo, NFL. Las
subunidades NFH y NFM tienen colas carboxilo-terminales
extendidas que se proyectan desde los lados del filamento
central y pueden estar hiperfosforiladas. Extraido y adaptado
de Pigino et al., 2012.

Los MT axonales y dendriticos no son continuos con el cuerpo celular y su longitud es
diferente en ambos dominios: los axonales son largos y tienen una polaridad y distribucién
uniformes con los extremos + distales al soma neuronal, y los dendriticos son mas cortos
y tienen polaridad mixta (Fig.2) (Leterrier, C., 2021). Se cree que los microtubulos de los
cuerpos celulares, las dendritas y los axones se nuclean en el centro organizador de
microtbulos (MTOC), luego se liberan y se envian a las dendritas 0 al axén. Los NFs
estan excluidos de los compartimentos dendriticos, pero son abundantes en los axones
grandes. El espaciamiento de los NFs es sensible al nivel de fosforilacién. Los MTs y los
NFs terminan y comienzan en el axén en lugar de ser continuos de regreso al cuerpo
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celular. Los MFs estan mas dispersos en su organizaciéon. Son mas abundantes cerca de
la membrana plasmética, en las terminales presinapticas y en las espinas dendriticas.
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Fig. 2. Los citoesqueletos axodnico y dendritico, difieren tanto en su composicion como en su
organizacion. La proteina asociada a microtubulos, MAP2, es la principal proteina asociada en dendritas y
parece estar ausente en axones. Los MTs del axon estan enriquecidos en proteina Tau que esta fosforilada
de manera diferencial. GA: Aparato de Golgi; MTOC: centro organizador de MTs. Extraido y adaptado de
Pigino et al., 2012.

ESTRUCTURA Y FUNCION DE PROTEINAS DEL CITOESQUELETO Y ASOCIADAS

Microtubulos (MTs): Las neuronas maduras contienen una coleccién compleja de MTs
estables y dindmicos, que estan estan organizados de manera diferente en axones y
dendritas (Fig. 2). La organizacion y distribucion de MTs depende de la accién combinada
de proteinas regulatorias llamadas MAPs (proteinas asociadas a microtubulos). Un grupo
de MAPs son proteinas que controlan su dinamica en los extremos positivos, se las llama
+TIPs (plus-end tracking proteins. Las +TIPs se unen directamente a los extremos
positivos de crecimiento o pueden interactuar con otras proteinas asociadas a los
extremos + (Schatzle et al., 2015).

Los MT cerebrales contienen a y B-tubulinas, familias génicas con distintos isotipos que
difieren principalmente en el extremo C-t, que forman colas no-estructuradas que
protruyen de la superficie del MT y es la region donde ocurren la mayoria de las
modificaciones postraduccionales e interacciones con MAPs. Estos isotipos alternativos
de la tubulina y una gran variedad de modificaciones post-traduccionales controlan las
propiedades y funciones de los MTs, un concepto conocido como “codigo de tubulinas”
(Gadadhar et al., 2017; Janke y Magiera, 2020). Las tubulinas se expresan en todos los
tejidos pero las B-tubulinas de clase Il y IVa son consideradas marcadores especificos de
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neuronas. Las modificaciones postraduccionales de la tubulina mejor estudiadas
(McKenna et al., 2023) son la destirosinacion, la poliglutamilacion de la B-tubulina, la
fosforilacion del isotipo BllI, y la acetilacion de la a-tubulina.

Las MAPs son un conjunto heterogéneo de proteinas que cumplen in vivo muchas
funciones: espaciado, organizacion, compartimentacion, “scaffolds” para moléculas de
sefalizacion, y asociaciones con otras estructuras celulares. Interactian con los MTs y no
con la tubulina libre y mantienen una estequiometria constante con la tubulina en los MT a
través de ciclos de ensamblaje y desensamblaje. Varias categorias de MAP se pueden
agrupar en dos familias: MAP1 (1A y 1B) asi como MAP2/tau (2A y 2B). Las familias
MAP1 y MAP2 son de alto peso molecular (270 kD), mientras que tau es un solo gen con
un splicing alternativo extenso. Las MAP 1A y 1B se encuentran en los axones, soma y
dendritas. La MAP2 es considerada un marcador especifico neuronal y se encuentra
principalmente en los somas y dendritas, y tau se encuentra en los axones de neuronas
maduras en condiciones fisioldgicas (Pigino et al., 2012). Tau es un regulador importante
de la extension de neuritas e interviene en el ensamblado, estabilidad e integridad de los
MTs. La distribucion anémala de Tau podria ser un marcador temprano de disfuncion
sinaptica y de la patogénesis de enfermedades neurodegenerativas como AD, en donde
Tau aparece hiperfosforilada y mal plegada, generando una acumulacion anémala de NF
con patrones aberrantes (Iwata et al., 2019).

Neurofilamentos (NFs):

Existen cinco clases de Fis, pero los de tipo IV se expresan especificamente en neuronas
maduras. A diferencia de los MFs y MTs son capaces de ensamblarse en ausencia de
nucleotidos y son muy estables. Su rol es proveer soporte mecanico a la célula.

Los NFs, estan formados por 3 subunidades que son codificadas por genes distintos, y
forman un “triplete” caracteristico: NFH de alto peso molecular 180-200 kDa); NFM, de
peso medio 130-170 kDa, y NFL, de peso molecular bajo 60-70 kDa (Bott y Winckler,
2020).

Las regiones amino-terminales de las tres subunidades interactGan a través de
estructuras en espiral a-helicoidales para formar el nucleo del filamento. NFM y NFH
también tienen regiones carboxi-terminales largas, que se proyectan desde los filamentos
centrales como brazos laterales. El resultado es que los FlI en células no neuronales a
menudo se ven en haces densamente empaquetados, mientras que los NF estan
ampliamente espaciados. NFH, y en menor medida NFM, tienen una gran cantidad de
sitios de fosforilacién en esta extension carboxi-terminal. Esta fosforilacion de los brazos
laterales de NFH y NFM altera la densidad de carga en la superficie de NF, repeliendo NF
adyacentes con carga similar. Se cree que esta repulsion mutua por los brazos laterales
de los NF es un determinante principal del calibre axonal. En el soma y dendritas
predominan los NFs no fosforilados, mientras que en axones predominan los fosforilados
(Dale y Garcia, 2012).

Los astrocitos y algunas células de Schwann contienen la proteina acida fibrilar glial
(GFAP), que es un FI de tipo Ill Esta distribucion ha llevado al uso generalizado de la
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inmunorreactividad de GFAP para identificar astrocitos en cultivos y tejidos. A diferencia
de los NF, los IF de tipo Ill como GFAP carecen de brazos laterales y a menudo parecen
estar estrechamente unidos (Pigino et al., 2012)

Las funciones de los NF en los axones incluyen el mantenimiento de los espaciamientos
del citoesqueleto y la creacién de un citoplasma viscoelastico que resiste la deformacion.
En los axones maduros, los NF llenan la totalidad a lo largo de sus longitudes. Las colas
laterales (especialmente NFH) aumentan el espaciamiento entre los NF, asi como entre
los MTs. Los NF son importantes en el crecimiento dendritico y, evidencias recientes
aportadas por inmunofluorescencia y microscopia electronica han revelado NF en botones
sinapticos, en postsinapsis e incluso en espinas dendriticas.

Microfilamentos (MFs):

La actina es una proteina citoesquelética versétil y ubicua que desempefia un papel
importante tanto en el establecimiento y mantenimiento de la polaridad neuronal. Los MFs
estdn formados por mondémeros de actina (actina-G) de 43-kDa que forman dos
filamentos helicoides flexibles a modo de “collar de perlas” de un grosor de 4-6 nm (Guo
et al., 2019). En presencia de ATP se polimerizan y pasan de la forma libre, globular, a la
forma filamentosa (actina-F) (Oda y Maeda, 2010). Dependiendo del tipo celular y su
actividad pueden organizarse en redes ramificadas, matrices ordenadas o0 haces
fuertemente anclados. Intervienen en todos los procesos moviles de una célula. Ademas
estan asociados a una gran variedad de proteinas que regulan su funcionamiento y
estabilidad. F-actina y los MTs son los principales mediadores de la polaridad neuronal.
Su organizacion esta controlada espacial y temporalmente por numerosas proteinas de
union a la actina (ABP) y proteinas asociadas a los microtlibulos, que interactian
ampliamente y se retroalimentan entre si (Konietzny et al., 2017). Se concentran
principalmente en la region cortical cerca de la membrana plasmatica, en terminales
presinapticas, espinas dendriticas, conos de crecimiento (Figura 3) y, gracias al desarrollo
de la microscopia de superresolucion se han detectado estructuras desconocidas en
dendritas y axones.

Cytoskeletal Elements
in the Growth Cone

Fig. 3: Distribucion de NFs, MTs y MFs en un cono de crecimiento. Los MFs son mas largos y
prominentes en el cono de crecimiento que en otras regiones de una neurona. Estan agrupados en los
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lamelipodios y, particularmente, en los filopodios. Se cree que una combinacién de ensamblaje de actina,
entrecruzamiento de microfilamentos y motores de miosina median la motilidad. En el nicleo central del cono
de crecimiento, los MFs pueden interactuar con los MTs axénicos, que no se extienden a la periferia. Estos
MTs pueden ser atraidos hacia la direccion preferida de crecimiento y parecen ser necesarios para el avance
neto. En ausencia de MTs, los filopodios se extienden y se retraen, pero el cono de crecimiento no avanza.
Finalmente, los NFs parecen estabilizar la neurita y consolidar los avances, pero parecen estar excluidos del
cono de crecimiento propiamente dicho. Extraido y adaptado de Pigino et al., 2012.

Quizas las estructuras basadas en F-actina mas llamativas de las dendritas son las
espinas, pequefias protuberancias membranosas que albergan sinapsis. La disposicion
de F-actina dentro de las espinas es muy dinamica y esti sujeta a una remodelacion
constante dependiente de la actividad. Recientemente se han descubierto estructuras
adicionales basadas en F-actina dentro de los ejes de las dendritas: parches de actina,
fibras longitudinales y anillos. Esta red periddica que consta de actina y espectrina parece
invadir y extenderse en el axén, las dendritas y en el cuello de espinas dendriticas. Se
cree que estas estructuras sostienen la forma de las neuritas, ayudan en la organizacion
de las proteinas a lo largo de la membrana plasmatica, estabilizan el citoesqueleto de MT
subyacente y podrian influir en el transporte de organulos (Konietzny et al., 2017).

En este estudio se evaluara ademas el rol de dos proteinas no-estructurales, vinculadas
con la plasticidad neuronal, que muestran estar vinculadas con la expresion de proteinas
estructurales: la proteina Arc (activity-regulated cytoskeleton-associated protein) que es
un gen de respuesta temprana a la actividad neuronal y que modula muchas formas de
plasticidad sinptica y formacién de memoria (Lyford et al.l, 1995; Garcia et al. 2017,
Avallone et al., 2023). Arc favorece el mantenimiento de la potenciacion a largo plazo
(LTP) regulando la dindmica y la expansién del citoesqueleto de F-actina en las espinas
dendriticas activas (Bramham et al., 2008). Ademas, Arc puede autoensamblarse en
capsides, lo que conduce a una nueva forma de comunicacién entre neuronas. La
dinamica temporal de la expresién de Arc esta regulada por muchos factores. Por
ejemplo, la actividad de los astrocitos via la expresion de factor neurotréfico derivado del
cerebro (BDNF) y L-lactato, entre otros (Chen et al., 2023).

La otra proteina que evaluaremos es ADNP (Activity-dependent neuroprotective protein),
esencial para la plasticidad neuronal durante el desarrollo embrionario y en la adultez. En
el estado saludable, ADNP amplifica el transporte axonal y la plasticidad sinaptica (Gozes
et al.,, 2018; Maugeri et al., 2024). Un trabajo realizado con ratas sometidas a ejercicio
moderado en un treadmill mostraron un aumento significativo en marcadores del
citoesqueleto, B-Tubulin 1ll, que correlacionaba con un aumento de ADNP en el
hipocampo y cerebelo (Maugeri et al., 2024). Ademas, un reporte anterior determind que
existen diferencias sexuales en la respuesta de ADNP en el hipocampo de ratones y que,
en hembras, hay fluctuaciones dependiendo del ciclo estro/proestro (Malishkevich et al.,
2015).

Existen diversos protocolos de ejercicio, forzado y voluntario, continuo e intermitente con
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diferentes frecuencias e intensidades. Los modelos con intensidades moderadas y dentro
del rango aerdbico, parecen ser los que aportan los efectos neurotréficos y
neuroprotectores mas deseables sobre el cerebro (Jiang et al., 2024; Maugeri et al.,
2024). Ademas, los efectos del ejercicio no parecen tener el mismo impacto en distintas
areas cerebrales. Se reporté (Garcia et al., 2012) que solamente 4 semanas de training
en el treadmill produjo cambios significativos y muy robustos en la expresion de proteinas
estructurales presentes en las sinapsis synapsin | (SYS), synaptophysin (SYP), y
proteinas del citoesqueleto neuronal, microtubule-associated protein 2 (MAP2) and
neurofilaments (NF) en la corteza motora, estriado y cerebelo. Por esta razén, hemos
elegido realizar nuestro estudio siguiendo un protocolo de ejercicio aerébico moderado,
regular y de intensidad variable y estudiar marcadores de citoesqueleto en el hipocampo,
corteza y estriado, en consistencia con nuestros trabajos anteriores (Pietrelli et al., 2011,
2012; 2018).

8.) Objetivos:

8.1. Objetivos generales

Estudiar el efecto del ejercicio aerdbico regular, de intensidad moderada, sobre los
principales marcadores del citoesqueleto, y proteinas asociadas, en areas selectas del
cerebro vinculadas con la memoria y el aprendizaje y su relacion con la morfologia de
células nerviosas.

8.2.) Objetivos especificos —preguntas de investigacion

El ejercicio regular de intensidad moderada:

1. ¢afecta la morfologia, ultraestructura y organizacion molecular de marcadores de
citoesqueleto y proteinas asociadas, en neuronas y glia?

2. ¢afecta la expresion de marcadores de citoesqueleto y proteinas asociadas?

3. ¢produce diferencias regionales en el perfil de expresién de estos marcadores?

4. ¢existe dimorfismo sexual en las respuestas 1,2,3?

9.) Hipoétesis
El ejercicio regular y moderado produce efectos plasticos en la expresion de proteinas del

citoesqueleto y proteinas asociadas, afectando la creaciéon y mantenimiento de la forma
celular y promoviendo el desarrollo de neuritas y contactos sinapticos.
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10.) Metodologia

ANIMALES, POBLACION EN ESTUDIO Y DISENO EXPERIMENTAL

Animales, Poblacién _en estudio y condiciones de alojamiento: La poblacién en
estudio seran ratas machos y hembra de la cepa Wistar, producidas y criadas en el
Bioterio de la Universidad de Ciencias Empresariales y Sociales (UCES). Los animales
seran alojados en jaulas de acero inoxidable, en condiciones basales, sin enriquecimiento
ambiental. El fotoperiodo de base fue de 12:12 h luz: oscuridad, con luces encendidas a
0:00 am definido Zeitgeber (ZT) tiempo 0 (ZTO) y luces apagadas a las 12:00 pm, (ZT12).

Una cohorte de N= 48 crias destetadas a los 21 dias, pesando 200 a 220 g al inicio del
experimento, sera distribuida en dos poblaciones, controles (C), n= 24 y ejercitados (E),
n=24.

Los animales serdn asignados aleatoriamente a uno de los cuatro grupos o
subpoblaciones:

1. Controles (C), n=24. Machos, n=12 y Hembras, n=12. Subpoblacién sedentaria que no

sera expuesta al ejercicio durante todo el desarrollo del estudio.

2. Ejercitados (E), n= 24. Machos, n= 12 y Hembras, n= 12. Subpoblacién expuesta al
ejercicio durante 16 semanas.

Las ratas estaran alojadas de a dos por jaula y con libre acceso a la comida y bebida.
Temperatura de la sala 22-24°C. Durante todo el desarrollo del estudio se realizaran
controles semanales del estado clinico, pesos corporales, consumo de comida y bebida.
Luego del destete, a los 21 dias, a partir del dia 30, y durante 15 dias, se realizara el
periodo de manipulacién y habituacion a la sala experimental y al treadmill-running
motorizado (Fig.1), para que los animales asignados al grupo E, exploren libremente el
entorno fisico de trabajo, se familiaricen con la cinta de correr y aprendan la direccion de
carrera. Los del grupo C, también serdn manipulados y habituados de la misma manera,
excepto que no se expondran a la cinta en movimiento.

Se realizaran todos los esfuerzos para minimizar el sufrimiento, stress, dolor, fatiga y
discomfort que pudieran, eventualmente, ocurrir. También, para reducir la cantidad de
animales, se realiz6 el célculo del tamafio minimo necesario (N=48) en base a parametros
selectos, utilizando el software GPower 3.1.9.7: test a dos colas; tamafio del efecto=0.5;
probabilidad de error a= 0.05; potencia (1-3)= 0.90.

Todos los procedimientos para el cuidado y el uso de animales de experimentaciéon se
someteran a la evaluacion del Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio (CICUAL) de la Facultad Medicina de la UCES. Ademas, el disefio y los
procedimientos propuestos se ajustan a las recomendaciones de las guias internacionales
referidas a la especialidad:
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e National Institute of Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (NIH,
2011).
¢ Animal Exercise Protocols. American Physiological Society (Kregel et al., 2006).

Disefio_experimental: Los animales iniciaran la habituacién a la sala experimental y al
treadmill running a los 30 dias posnatal y se extendera por 15 dias, de modo que el inicio
del experimento sera en el dia 45 posnatal. La duracion total del entrenamiento sera de 16
semanas para el grupo E. Concluido el entrenamiento fisico, el dia posterior se procedera
a la evaluacién cognitiva a través del Test de reconocimiento de objetos nuevos (NOR).
Punto Final: Una vez concluido el Test cognitivo-conductual, se realizara el punto final
para los grupos E y C, de ambos sexos, a la edad de 6 meses, y se obtendran: cerebros
fijados por perfusion con paraformaldehido para IHC, IF y muestras frescas para WB,
ELISA y RT-gPCR para cuantificar proteina y expresion ARNm de ciertas proteinas. Se
estudiaran muestras de corteza, hipocampo y estriado.

ANALISIS ESTADISTICO:

El andlisis estadistico de los datos comenzara con un andlisis exploratorio, y luego, si las
distribuciones son normales, se aplicaran test de Student para dos grupos independientes
(ejercicio vs.control) y/o ANOVAS de un factor (ejercicio) o de dos factores (ejercicio x
sexo) o (ejercicio x region). Si fuera necesario, se realizaran pruebas no-paramétricas o
analisis de correlacion entre variables cuantitativas. El criterio para establecer diferencias
significativas ser4d p<0,05 y muy significativas p<0,0001. En todos los casos, las
diferencias significativas entre grupos seran analizadas con contrastes post hoc de Tukey
o0 Bonferroni. Los resultados se expresardn como las medias + S.E.M. Se utilizara el
software SPSS v.23 de IBM vy los gréaficos se editaran con el software GraphPad Prism
v.17. (GraphPad Software Inc., USA).

MATERIALES Y METODOS

Protocolo de Entrenamiento Fisico:

El grupo E serd sometido a un protocolo de entrenamiento cronico de ejercicio aerdbico
de moderada-baja intensidad, con una frecuencia semanal de 3 sesiones por semana de
duracién variable en minutos. Los experimentos se realizaran durante el ciclo de
oscuridad (12:00 pm a 0:00 am). Seis ratas cada vez, perteneciendo a cada uno de los
grupos, seran colocadas en carriles individuales y ejercitadas regularmente, desde los 45
dias pn., habiendo alcanzado la madurez sexual, hasta los 6 meses de edad, que se
considera un adulto joven relativo a la extension del ciclo vital (supervivencia hasta los 19-
20 meses).
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El “treadmill-running” (Fig. 4) es una cinta motorizada que registra los parametros de
carrera: flujo de aire (litros/minuto, I/min); concentracion de oxigeno (partes p/millén, ppm);
velocidad (metros/minuto, m/min); pendiente (grados, °); tiempo de carrera (minutos, min);
distancia acumulada (metros, m); temperatura interna (grados, °C).

Previo al comienzo del protocolo, las ratas cumplirdn 1 semana de habituacién a la cinta
de correr (sin/con movimiento, sin/con la tapa de cierre) y también, el aprendizaje del
sentido de carrera. Seis ratas corredoras cada vez (6 machos y 6 hembras) seran
entrenadas regularmente 3 veces por semana durante 12 semanas (grupo E).

Pardmetros del protocolo:

1) pendiente a 0° durante todo el experimento

2) frecuencia semanal de 3 veces x semana.

3) velocidad de 12 m/min durante todo el experimento
4) duracién variable segun lo indicado:

Inicio — dia 45 pn

Mes 1: 2 semanas, 30 minutos.

Mes 2 — durante 4 semanas correran 40 minutos.
Mes 3— durante 4 semanas correran 50 minutos.
Mes 4 — durante 4 semanas correran 60 minutos.

Se registrard numeérica y graficamente en tiempo real, en cada sesion, el consumo de
oxigeno (VO2, en mL*mint), verificando las condiciones aerdébicas del ejercicio.

La rutina de entrenamiento tiene caracteristicas aerdbicas de moderada-baja intensidad
(aprox.el 60 % del max VO,. Los animales del grupo C, n=12, serdn manipulados y
colocados, seis por vez, en la cinta inmévil manteniendo condiciones similares a los
ejercitados. Todos los grupos recibiran una recompensa al final de la sesién que consiste
en un aro de cereal frutado (“frootloop”).Teniendo en cuenta que aplicaremos
cronicamente un modelo de ejercicio forzado, trataremos de prevenir los posibles efectos
de una condicion de estrés cronico, estableciendo los siguientes criterios de trabajo: 1)
manipulaciéon extensiva. 2) ningan animal sera obligado a correr con estimulos aversivos.
3) la frecuencia de entrenamiento debe permitir una adecuada recuperacion de las
reservas de glucégeno muscular y hepatico. 4) 5 min previos a correr y 5 min posteriores
a la rutina se alentara a los animales a tener contactos sociales con sus pares y a explorar
el equipo libremente. 5) las paredes divisorias transparentes del equipo les permitiran
tener una vision clara de sus pares mientras comparten la experiencia de correr en la
cinta. 6) control exhaustivo del bienestar de los animales durante y después de la carrera
y finalmente, 7) sera excluido del entrenamiento el animal que muestre discomfort o que
se rehudse a correr.
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Fig. 4. La cinta de correr (“Treadmill-Running”). (a-b) Vista de frente y lateral. (c) seis ratas son entrenadas en
la cinta. (d) un software de disefio registra los pardmetros de la carrera en tiempo real. Pietrelli et al., 2012 y
2018.

Protocolo para evaluacién cognitivo-conductual:

Se estudiara la memoria de reconocimiento de objetos nuevos mediante la utilizacién del
laberinto Bow Tie (Fig. 6) diseflado para estudiar funciones cognitivas complejas,
aplicando el protocolo adaptado de Kinnavane et al., 2015. Las etapas del test se
describen a continuacion:

e FASE DE HABITUACION: Los animales realizaran durante una semana una
habituacion al equipo, para lo cual cada rata sera colocada en el centro del laberinto
sin objetos, durante 5 minutos para que explore libremente los 4 brazos.

e FASE DE MUESTRA: Trial 1. Cada rata sera colocada en el centro del laberinto para
explorar dos objetos idénticos A y B, colocados en brazos opuestos. Se le permitira
explorarlos durante 5 minutos y luego se retira. Se registra el tiempo de exploracion de
ambos objetos y la fase de latencia.

e FASE DE RETRASO: Durante 3 minutos se mantiene afuera mientras se coloca un
objeto nuevo C, y se mantienen los objetos familiares Ay B.

e FASE DE ELECCION: Trial 2. Se coloca a la rata nuevamente durante 5 minutos y se
registran los tiempos de exploracion de los objetos familiares y objeto nuevo (figura 6).
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Trial 1

Trial 2

Fig. 6: Bow Tie Maze. (A) Dimensiones de la caja, en centimetros; (B) Vista lateral del equipo mostrando los
4 sectores donde se colocaran los objetos. Al costado, trial 1y 2 (ver texto).

PROCESAMIENTO DE MUESTRAS FIJADAS Y FRESCAS

Técnica de Perfusion in vivo.

Las muestras de cerebro seran obtenidas por esta técnica (Figura 5). Los animales (C,
n=3; E, n=3) seran anestesiados (IP) con Pentobarbital s6dico (50 mg/kg) y sometidos a
perfusién transcardiaca con 50 mL de solucion de 0.9% NaCl conteniendo 50 IU de
heparina siguiendo con 250 mL de solucion fijadora conteniendo 4% paraformaldehido en
0.1 M de buffer fosfato pH 7.4. Los cerebros son disecados y post-fijados ON en la misma
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solucion fijadora. A continuacion se realizara el primer lavado con una solucién
conteniendo 5% de sacarosa en buffer fosfato 0.1 M. Las muestras seran cortadas con un
vibratomo (Leyca 400) en secciones coronales de 40 um conteniendo el area CA1 del giro
dentado del hipocampo segun indica la figura del Atlas de Franklin and Paxinos (2007),
(Fig. 10). Las secciones que no se utilicen inmediatamente se congelaran a -20°C con una
solucién crioprotectora de glicerol 50% en PBS con 1% azida sodica. Todos los reactivos
gque se emplearan son de Sigma Chemical Co., USA.

S S 2 Sl

S1BF S

Fig.5. Mapas estereotaxicos. Coordenadas del Hipocampo: desde Bregma -1.58 mm (Placa 44) hasta -2.30
mm (Placa 50). Extraido del Atlas de Paxinos y Watson (2007).

Técnica de Inmunoperoxidasa (IHQ): Inmuno fluorescencia (IF)

Los cortes seleccionados seran procesados por ambas técnicas para la inmunodeteccién
de los marcadores de interés. La cuantificacion de la expresion se realizar4d por
densitometria 6ptica a partir de imagenes digitalizadas en un rango de magnificaciéon de
2.5 X hasta 40 X, obtenidas por microscopia 6ptica, de fluorescencia y/o confocal. Se
estudiaran los siguientes marcadores histologicos: MAP 2; R-Tubulina lll; lba-1; GFAP;
NF-Kd200; Tau. También se realizara un ensayo para determinar la relacién Actina G: F
con un kit in vivo siguiendo las especificaciones del fabricante. Los cortes seran
observados con microscopio de inmunofluorescencia y la cuantificacion se realizara por
DOy WB.

Técnica de Western-blotting (WB)

Las muestras (C, n=6x2 y E, n=6x2) de corteza e hipocampo seran corridos que en un gel
SDS-PAGE al 10 o 12% utilizando un mini-cell system (Bio-Rad, Hercules, CA) y luego
transferidos a una membrana de PVDF (Bio-Rad). Para cuantificar la expresion de los
marcadores: MAP 2; R-Tubulina lll; Iba-1; GFAP; NF-Kd200; Tau, en la corteza cerebral,
se trabajara a partir de un pool de corteza total obtenido de muestras de la corteza
prefrontal medial, perirrinal y temporoparietal (parahipocampal). Las muestras de C y E se
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analizaran juntas, por duplicado. Los geles tefiidos con azul de Coomassie como control
de transferencia y las membranas con rojo Ponceau como control de carga de proteina se
bloqueardan en tampén de bloqueo de blots en TBS (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA) durante 2 h a temperatura ambiente (TA). Después de tres lavados en
TBST, los blots se incubardn con los AC los. Correspondientes, durante la noche con
agitacion suave a 4 °C. Veinticuatro horas después, se realizara el lavado e incubacion
con los AC 20s durante 2 h a TA. Después de lavar los blots con TBST, se realizara la
deteccion de bandas con 3-Actina como proteina de referencia y cuantificacion.

Determinacidn de la expresion relativa de ARC, R Tubulina Il y ADNP por PCR en
tiempo real

Se determinaran los niveles relativos de expresion de ARC, B-Tubulina Il y ADNP
(Proteina Neuroprotectora Dependiente de Actividad) en muestras de ARN provenientes
de hipocampo, corteza y estriado de animales corredores (n=12; 6 hembras y 6 machos) y
no corredores (grupo control, n=12; 6 hembras y 6 machos). Para esto se realizara una
extraccion de ARN siguiendo un protocolo estandar utilizando un reactivo comercial
(Biozol, Pb-L, Buenos Aires, Argentina). Las muestras de ARN seran digeridas con DNasa
(1 ug de ARN con 1 U de RQ1, Promega, WI, EE. UU.) durante 30 minutos a 37°C para
eliminar trazas de ADN gendmico. Luego se afiadira una solucién de parada (RQ1) y se
incubaran las muestras durante 10 minutos a 65 °C para la inactivacion de la enzima. La
integridad de las muestras de ARN extraidas se verificard mediante electroforesis en gel
de agarosa 1% en buffer TAE 1x, mientras que la pureza y concentracion seran
determinadas por espectrofotometria (260 nm/280 nm). Las muestras de RNA resultantes
se incubaran con una retrotranscriptasa (M-MLV, 200 U/muestra, Pb-I) durante 1 hora a
42°C para la transcripcion reversa, seguido de 10 minutos a 94 °C para la inactivaciéon de
la enzima.

La expresion relativa de ARC, 3-Tubulina Ill y ADNP se evaluara mediante PCR en tiempo
real utilizando cebadores descritos previamente (ver tabla 1). Cada muestra sera evaluada
por triplicado para cada uno de los genes y se utilizara GAPDH como gen de referencia.
Las amplificaciones se realizaran utilizando Mix qPCR SYBR/ROX (Pb-L) y siguiendo una
reaccion estandar (95 °C durante 10 min y 40 ciclos a 95 °C durante 30 s, 60 °C durante
30 s, 72 °C durante 30 s para la terminacion). El analisis de la curva de melting se
realizara después de cada ciclo (StepOne, Applied Biosystems, Thermo Fisher). Para
determinar la expresion relativa de cada uno de los genes de interés se utilizara el método
AACT (Livak y Schmittgen, 2001). Se calculara el valor promedio de Ct para ARC, (-
Tubulina lll, ADNP y GAPDH y se obtendran los valores de ACt en cada region
(hipocampo, corteza y estriado) para cada uno de los animales, relativizando los valores
obtenidos de Ct para cada gen respecto al gen de referencia. Luego, se obtendra la
diferencia en la expresién génica (AACt) entre los animales corredores y el grupo control.
Este valor se utilizara para calcular el cambio en los niveles de la expresion génica entre
los grupos experimentales (2-AACt).
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Gen Secuencia Referencia

Fw ARC 5" GGCATCTGTTGACCGAAGTGT 37 Kadar et al, 2013
Rv ARC 5" CACATAGCCGTCCAAGTTGTTCT 3 Kadar et al, 2013
Fw B-Tubulina Ill 5'CCTGGAACCCACAGTTATTGATGA GTTCG 3’ 'Yamamori, 1991
Rv B-Tubulina 11l 5" AGAAGCCCTGGAGACCCGTGCACTGGTCAG '3 Yamamori, 1991
Fw ADNP 5" ATGACCCCTGGAAGGACAGC 3’ -

Rv ADNP 5 TCAGGCTCCTTCTTGCTCAG 3’ -

Fw GAPDH 5" TGATTCTACCCACGGCAAGT 3’ Inoue et al, 2002
Rv GAPDH 5" AGCATCACCCCATTTGATGT 3° Inoue et al, 2002

Tabla 1. Secuencia de los cebadores especificos que se emplearan para la amplificacion de los distintos
genes de interés.

Cuantificacion de ARC B-Tubulina lll y ADNP por ELISA

Para la cuantificar la expresion de ARC, B-Tubulina Ill y ADNP se emplearan ELISAs
comerciales MBS456296-48TST - ARC ELISA kit : Rat Activity Regulated Cytoskeleton
MBS4504147-48TST - Tubb3 rtu elisa kit. Rat Tubulin Beta 3 ELISA Kit MBS28164, 48TST
ADNP ELISA kit. Rat Activity-dependent neuroprotector homeobox protein. Se emplearan
homogenatos de hipocampo, corteza y estriado que serdn procesados siguiendo las
indicaciones provistas por el fabricante. Brevemente, los tejidos seran lavados con PBS 1x
para eliminar restos de sangre. Se agregaran 5 ml de PBS y las muestras seran
congeladas y descongeladas a -80°C dos veces para promover la ruptura de las
membranas celulares. Luego los homogenatos seran centrifugados a 5000xg para
remover detritos y los sobrenadantes seran almacenados a -80°C hasta su uso. Se
fraccionaran alicuotas de 10 pl de cada muestra que seran empleados para realizar una
cuantificacion de proteinas totales empleando un kit comercial (BCA Pierce, Thermo
Fisher). Estos valores se utilizaran para normalizar los valores obtenidos entre las
diferentes regiones de cada uno de los animales en estudio.

ELISA Kit: se incubaran 100 pl/pocillo de cada muestra o del correspondiente estandar
(provisto por cada uno de los kits) junto a un anticuerpo especifico biotinilado en placas de
96 pocillos de alta afinidad de union provistas por el kit, que han sido previamente
sensibilizadas con un anticuerpo de captura apropiado. Las placas se incubaran por 2
horas a 37°C. Luego las placas se lavaran 3 veces empleando un lavador automatico
programado con 3 lavados de 250 ul/pocillo de solucion de lavado (PBS-tween), con
incubaciones de 5 segundos con agitacion suave. El volumen remanente de cada pocillo
sera eliminado y se agregaran 100 pl de una solucién que contiene estreptavidina
conjugada a peroxidasa. Se incubaran las placas por 1 hora a 37°C y luego se lavaran
con solucion de lavado 5 veces tal como se describe mas arriba. Las placas se invertiran y
se realizardn golpes sobre un pafio de papel para asegurar que los pocillos queden
completamente secos y se agregaran 90 pul/pocillo de una solucién que formulada con un
sustrato de peroxidasa (TMB). Se incubaran las placas durante 20 minutos a 37°C en la
oscuridad y luego se agregaran 50 pl de solucién de parada (H.SO4) a cada pocillo. La
densidad O6ptica resultante sera determinada por espectrofotometria en un lector de
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microplacas (BioTek). Se cuantificaran los niveles de cada proteina extrapolando los
resultados obtenidos a una curva estédndar, luego de normalizar los valores iniciales
respecto a las proteinas totales presentes en cada muestra.

11.) Cronograma

Actividades

MESES

11

12

13

Aleatorizacién
e identificacion
de los grupos

Habituacion al
treadmill-
running, sala
experimental y
operador

Entrenamiento
fisico

Test cognitivo

Punto final y
toma de
muestras

Procesamiento
y analisis
estadistico de
los resultados.

Redaccion y
comunicacion

12.) Resultados Esperados

12.1.) Aportes cientificos

Documentos de trabajo:

Articulos con referato: Los resultados se presentaran en publicaciones de la

especialidad, revistas del area Neurociencia (IF >2).
Capitulos de Libros: A determinar oportunamente.

Libros:

Traducciones:

Conferencias Cientificas: El trabajo se presentara en reuniones cientificas nacionales
como los congresos anuales de la Sociedad Argentina de Neurociencia (SAN) y Sociedad
Arg. de Investigacion Clinica (SAIC). También se evaluara la posibilidad de participar en
reuniones internacionales de la especialidad.
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12.2.) Vinculacién y Transferencia®?

Vinculacion con el sector productivo:

Vinculacion con la sociedad civil: Los resultados pueden utilizarse para proyectos de
Extension en el area de Salud Publica y Medicina preventiva.

Vinculacion con el Estado (Nacional, provincial, local):

Otros tipos de vinculaciones:

Transferencia a la catedra sede: Los resultados de este trabajo pueden aportar nueva
evidencia y conocimientos de aplicacion en Neurologia, Fisiologia, Histologia y Biologia
Celular y Molecular de la carrera de Medicina para las sedes Centro, San Isidro y
Cafuelas.

12.3.) Mediacion del conocimiento

Cursos de Capacitacion:
Conferencias:

Trabajo de consultoria:
Asesoramiento especializado:

12.4.) Otros.

12 Indicar el nombre de la entidad destinataria de la transferencia y el tipo de relacion formal que habria que
tramitar para concretar el vinculo
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13.) Investigadores?®?:

13.1.) Seniors

DIRECTOR:

Apellido y Nombre: PIETRELLI, Adriana (UCES)

Grado Académico: Doctor

Principal actividad laboral: Gestion, Docencia e Investigaciéon. Relativo al presente

proyecto: Primer autor, disefio, coordinacién, investigacion, procesamiento de muestras y

obtencién de datos, analisis estadistico y redaccion.
Dedicacion al proyecto: aprox. 25 h/semanales.

CODIRECTOR:

Apellido y Nombre: FELEDER, Carlos (UCES)

Grado Académico: Doctor

Principal actividad laboral: Gestion, Relaciones Institucionales. Docencia e
Investigacion

Dedicacion al proyecto: aprox. 10 h/semanales.

COLABORADOR:

Apellido y Nombre: CALTANA, Laura (UBA-CONICET)
Grado Académico: Doctor

Principal actividad laboral: Docencia e Investigacion
Dedicacion al proyecto: aprox. 15 h/semanales.

COLABORADOR:

Apellido y Nombre: MANSILLA, Florencia (INTA-CONICET-UCES)
Grado Académico: Doctor

Principal actividad laboral: Docencia e Investigacion

Dedicacion al proyecto: aprox. 15h/semanales.

COLABORADOR:

Apellido y Nombre: PAGLIA, Nora (UCES)
Grado Académico: Médica Veterinaria
Principal actividad laboral: Investigacion
Dedicacion al proyecto: aprox. 15h/semanales.

COLABORADOR:

Apellido y Nombre: ORZUZA, Ricardo (UCES)
Grado Académico: Técnico Bioterista
Principal actividad laboral: Investigacion

13 Anexar CV (méaximo cuatro folios) para cada uno de ellos.
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Dedicacion al proyecto: aprox. 15/semanales.

13.2.) Juniors

Apellido y Nombre:

Grado Académico:
Principal actividad laboral:
Dedicacion al proyecto.

13.3.). Tesistas

Apellido y Nombre:
Carrera de postgrado que cursa:
Dedicacion al proyecto.

13.4.) Alumnos asistentes de Investigacion.

Apellido y Nombre: IRIONDO DARRIBAS, Jone (estudiante de grado intermedio de
Medicina en UCES)

Breve descripcién de las tareas que se asignardn: mantenimiento de sala, control clinico
junto con la médica veterinaria, entrenamiento de los animales y obtencion de muestras.

Apellido y Nombre: PATRICIO, Rayk (estudiante de grado de nivel inicial de Medicina
en UCES)

Breve descripcion de las tareas que se asignaran: mantenimiento de sala, colaboracién
en control clinico junto con la médica veterinaria, entrenamiento de los animales y
obtencion de muestras.
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REACTIVOS Uni PROVEEDOR Us$s
1 | [SG-M4403-50UL] Monoclonal Anti-MAP2
antibody produced in mouse clone HM-2, 1 Merck 592.90
ascites fluid. Env. x 50uL. Sigma
2 | Neurofilamentos Kd-200 1 Tecnolab 843,98
3 | Rabbit monoclonal [EPR16588] to Ibal 100ul
1.905,02 1 Tecnolab 1.905,02
Cdd:ab178846-100ul-ABCAM
4 | Anti-Tau (Tau-13)- sc-21796 1 Tecnolab 843
200 pg/ml
5 | Anti-beta tubulina Il 1 Tecnolab 843
6 | Alexa Fluor 568 goat anti rat-A11011 Thermo Fisher 331,5
7 | Alexa Fluor 488 goat anti rat-A11008 Thermo Fisher 391.68
8 | 11539306-ProLong™ Gold Antifade Mountant, 1 Thermo Fisher 335
1x10mL
9 [SG-P6148-1KG] Paraformaldehyde reagent 3 Merck 1,038.18
grade, crystalline. Env. X 1Kg.- Sigma
10 | [SG-W252506-1KG-K] Glycerol ACS reagent,
[299.5%. Env. x 1Kg. S]ing)(a X 2 Merck 205.70
11 | Tips 1000 ul y crioviales x 2ml
Tigs Corning):je 1-200pl, no estéril en bolsa x 1 bolsa x Onelab 65,74
1000 43,21
1000u.
12 CBII$9F?)YSKCI;EI_AIE(:'??) NF-AC'{II’] In Vivo Assay Kit- 1 Genbiotech 2898.55
13 | IK0101 Set de dNTPs (100 mM) 4 X 10 umoles 1 PB-I 77,59
14 | EA2402 Master Mix qPCR 2.0 Sybr/Rox 500 5
reac. PB-| 871,34
15 | RA0201 Bio-ZOL- Extraccion de RNA 100 ml 1 PB-I 154,41
16 | 1C0101 RNase Inhibitor (40 U/ul) 1.200 U 1 PB-I 114,12
17 | EA2703 M-MLV Transcripta 2.0 40.000 U 1 PB-I 357,20
18 | IA0602 Agua Ultrapura - Libre de nucleasas 50 1
ml PB-I 7,52
19 | IA0802 DTT - Ditiotreitol 5 g. 1 PB-I 111,23
20 | BO71-40 Oligo dT 15 Primer 40ug 1 Biodynamics 314
21 | C6d:5100311C/P, Tiras de 8 tubos de >
PCR/qPCR de 0.1ml con tapa, caja x120 tiras Tecnolab 360,56
22 | MBS456296-48TST - ARC ELISA kit : Rat 1
Activity Regulated Cytoskeleton Mybiosource 505
23 | MBS4504147-48TST - Tubb3 rtu elisa kit. Rat 1
Tubulin Beta 3 ELISA Kit Mybiosource 526
24 | MBS28164, 48TST ADNP ELISA kit. Rat
Activity-dependent neuroprotector homeobox 1
protein ELISA Kit) Mybiosource 500
25 | gastos administrativos y de envio, 1
aproximados (MyBiosource) Mybiosource 450
26 | Sintesis de cebadores 1 IDT 160
28

DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION

Paraguay 1338, Piso 2. Ciudad Auténoma de Buenos Aires (1057)
investigacion@uces.edu.ar



mailto:investigación@uces.edu.ar
https://www.fishersci.es/shop/products/molecular-probes-prolong-gold-antifade-mountant-5/11539306
https://www.onelab.com.ar/tips-corning-de-1-200-%CE%BCl-no-esteril-bolsa-x-1000u
https://www.onelab.com.ar/tips-corning-de-1-200-%CE%BCl-no-esteril-bolsa-x-1000u

UCES

UNIVERSIDAD DE CIENCIAS
EMPRESARIALES Y SOCIALES

e PRESUPUESTO TOTAL EN DOLARES: 14846,43 U$S

PRESUPUESTO POR ETAPAS

ETAPA 1

TOTAL: 4508,97 U$S

13 | IK0101 Set de dNTPs (100 mM) 4 X 10 umoles 1 PB-I 77,59
14 | EA2402 Master Mix gPCR 2.0 Sybr/Rox 500 5

reac. PB-I 871,34
15 | RA0201 Bio-ZOL- Extraccion de RNA 100 ml 1 PB-I 154,41
16 | 1C0101 RNase Inhibitor (40 U/ul) 1.200 U 1 PB-I 114,12
17 | EA2703 M-MLV Transcripta 2.0 40.000 U 1 PB-I 357,20
18 | IA0602 Agua Ultrapura - Libre de nucleasas 50 1

ml PB-I 7,52
19 | IA0802 DTT - Ditiotreitol 5 g. 1 PB-I 111,23
20 | B071-40 Oligo dT 15 Primer 40ug 1 Biodynamics 314
21 | C6d:5100311C/P, Tiras de 8 tubos de >

PCR/qPCR de 0.1ml con tapa, caja x120 tiras Tecnolab 360,56
22 | MBS456296-48TST - ARC elisa kit : Rat 1

Activity Regulated Cytoskeleton Mybiosource 505
23 | MBS4504147-48TST - Tubb3 rtu elisa kit. Rat 1

Tubulin Beta 3 ELISA Kit Mybiosource 526
24 | MBS28164, 48TST ADNP ELISA kit. Rat

Activity-dependent neuroprotector homeobox 1

protein ELISA Kit) Mybiosource 500
25 | gastos administrativos y de envio, 1

aproximados (MyBiosource) Mybiosource 450
26 | Sintesis de cebadores 1 IDT 160
ETAPA 2
FECHA........cooiiin.

TOTAL: 5751,08 U$S

1

[SG-M4403-50UL] Monoclonal Anti-MAP2
antibody produced in mouse clone HM-2, 1 Merck 592.90
ascites fluid. Env. x 50uL. Sigma
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2 | Neurofilamentos Kd-200 1 Tecnolab 843,98
3 | Rabbit monoclonal [EPR16588] to Ibal 100ul
1.905,02 1 Tecnolab 1.905,02
Cdd:ab178846-100ul-ABCAM
4 | Anti-Tau (Tau-13)- sc-21796 1 Tecnolab 843
200 pg/ml
5 | Anti-beta tubulina Il 1 Tecnolab 843
6 | Alexa Fluor 568 goat anti rat-A11011 Thermo Fisher 331,5
7 | Alexa Fluor 488 goat anti rat-A11008 Thermo Fisher 391.68
ETAPA 3
FECHA........ocoiiin.
TOTAL: 4586,38 U$S
_ ™ i
8 | 11539306-ProLong™ Gold Antifade Mountant, 1 Thermo Fisher 335
1x10mL
9 [SG—P6148—1K_G] Paraformaldehyde reagent 3 Merck-Sigma 1,038.18
grade, crystalline. Env. x 1Kg
10 | [SG-W252506-1KG-K] Glycerol ACS reagent,
299.5%. Env. x 1Kg. Sigma 2 Merck 205.70
11 | Tips 1000 ul y crioviales x 2ml
Tips Corning de 1-200ul, no estéril en bolsa x 1 bolsa x Onelab 65,74
1000 43,21
1000u.
12 | BK0O37 - G-Actin : F-Actin In Vivo Assay Kit- .
CYTOSKELETON 1 Genbiotech 2898,55
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