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Resumen

El gen klotho fue descrito a finales del siglo pasado como el “gen del
envejecimiento”, pues su ausencia gatillaba en ratones un fenotipo de progeria y
Su sobre-expresion extendia la expectativa de vida hasta en un 30,8%. Con los
afios de investigacion se descubrid que es una pieza clave de un nuevo eje
endocrino entre hueso y rifidn para la regulacion de la homeostasis mineral. Sin
embargo, en los ultimos afios, creciente evidencia empieza a explorar su rol en el
sistema nervioso sobre cognicion tanto en animales como en el ser humano en el
contexto de sub o sobre-expresion sistémica.

En la presente tesis desarrollamos la hipotesis que Klotho juega un rol
importante en memoria y para ello montamos un experimento de memoria espacial
denominado oasis maze, que es equivalente al Morris water maze, para evaluar la
capacidad de aprendizaje en animales con una expresién disminuida de klotho
Gnicamente en su hipocampo. Esto ultimo lo conseguimos mediante la expresion
local de un shRNA interferente de klotho gracias a la inyeccion, mediante cirugia
estereotaxica, de un vector lentiviral para dicho interferente.

Nuestros resultados confirman la hipétesis al demostrar que los animales
que presentan una menor expresion de klotho demuestran un peor desempefio en
el oasis maze vs control de inyeccion sin interferente y control sin inyeccion. Aln
mas, para fortalecer estos resultados, estos mismos animales fueron expuestos a
una configuracién random del oasis maze donde la memoria espacial se vuelve
innecesaria para completar la tarea. En esta configuracion fue evidente la pérdida
de la diferencia entre grupos. Indicando de esta manera que el deterioro en
cognicién detectado en nuestra investigacion es producto de un déficit en memoria

espacial.



Abstract

The klotho gene was discovered by the end of the past century as an aging
gene since its absence triggers a progeria phenotype in mice. Conversely, the
over-expression of this gene extend the life span up to 30,8%. Later it was
discovered that this gene is a key piece of a new endocrine axis of interaction
between kidney and bones relevant for the homeostasis of mineral regulation.
However, during the last years, growing evidence has been proposing a role for
Klotho in the Central Nervous System over cognition in animals models as in
humans by systemic under or overexpression of the gene.

This thesis develops the hypothesis that Klotho play a crucial role in
cognition. For test this hypothesis we conducted experiments of spatial memory by
using the oasis maze which is a dry land version of the Morris Water Maze, to
evaluated the learning capacities in animals with a diminish expression of klotho
restricted to the hippocampus. This evaluation was possible trough local
expression of a shRNA interferent for klotho, stereotaxically injected in the
hippocampus with the help of a lentiviral vector.

Our results confirm the hypothesis, demonstrating that the animals with
lower expression of klotho shown the poorest performance in the oasis maze
compared with its control animals without the interferent injection or even naive
untreated animals. Furthermore, as additional control these same animals were
exposure to a random configuration of the oasis maze, where the spatial memory
is not needed to find rewards in the arena. By using this configuration, the animal
does not show any difference in its performance, suggesting a real cognitive

impairment in spatial memory.
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Introduccion

El gen klotho y el envejecimiento

El gen klotho fue descubierto por el grupo de Kuro-O y descrito en 1997
durante sus esfuerzos por identificar genes asociados a sindromes de
envejecimiento prematuro. Mediante cruzas de diferentes lineas de ratones
transgénico aparecio un fenotipo particular, que si bien no expresaba el transgen
originalmente estudiado, si exhibia caracteristicas similares al envejecimiento
humano. El fenotipo estaba mediado por la disrupcion de la region promotora de
un gen que codifica para una proteina de membrana que llamaron Klotho (En la
mitologia griega klotho es una diosa, la primera de los tres destinos encargada de
hilar las hebras de la vida). Este fenotipo soélo aparecia en los ratones
homocigotos para el transgen mutado no funcional, denominado inicialmente Kkl.
Ya que el ratbn homocigoto a esta mutacion (kl/kl) se desarrollaba con normalidad
hasta las 2 semanas de edad, tanto macroscopica como histolégicamente, es que
el fenotipo visto en raton kl/kl no podia explicarse simplemente como el resultado
de un fenédmeno de desarrollo incompleto (Kuro-O, et al., 1997).

El defecto en la expresibn de klotho en raton no causa fenotipos
aparentemente visibles hasta las 3 a 4 semanas de edad, de ahi en adelante
conlleva multiples caracteristicas similares al proceso de envejecimiento (Kuro-O,
et al.,, 1997). El fenotipo de envejecimiento del raton Knock-out (KO) de klotho
presenta un sindrome que incluye retraso en el crecimiento y corta expectativa de
vida (muerte a las 8-9 semanas de edad); hipocinesia y disturbios de la marcha;
cifosis; atrofia de los 6rganos genitales y el timo; arterioesclerosis; calcificaciones
ectdpicas (incluyendo el estbmago, mucosa bronquial, alveolo pulmonar, plexos
coroideos, piel, testiculos y muasculo cardiaco); osteoporosis; atrofoderma con
adelgazamiento de la dermis, epidermis y reduccion del niamero de foliculos
pilosos; enfisema pulmonar, anormalidades hipofisarias con una menor secrecion
de hormona del crecimiento (Kuro-O, et al., 1997); déficit auditivo (Kamemori, et
al., 2002) déficit cognitivo (Nagai, et al., 2003); degeneracion de motoneuronas

(Anamizu, et al., 2005); disminucion de las células de Purkinje en cerebelo,
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reduccion de los niveles de paratohormona (PTH), hipercalcemia, hiperfosfatemia,
hipervitaminosis D y elevacion de los niveles séricos del factor de crecimiento de
fibroblasto 23 (FGF23) (Manya, 2010). Es importante destacar que este fenotipo
es rescatable con la expresion exdégena de klotho (Kuro-O, et al., 1997) o por
estudios de expresion inducible (Masuda, et al.,, 2005), demostrando que el
sindrome completo es dependiente de este Unico gen.

Klotho, se expresa principalmente en rifidn y cerebro (tubulo contorneado
distal (Kuro-O, et al., 1997), proximal (Andrukhova, et al., 2012) y plexos
coroideos, respectivamente), pero también, aunque en menor medida en hipofisis,
placenta, musculo esquelético, vejiga urinaria, aorta, pancreas, testiculo, ovario,
colon y glandula tiroides (Kuro-O, et al., 1997). Analisis estructurales posteriores
permitieron descubrir que el gen klotho de ratén estd compuesto por 5 exones y
sobre 50 kb, ademas de descubrir la presencia de dos formas de Klotho una de
membrana y otra putativa secretada de efecto humoral. Ambas estarian
determinadas por término transcripcional alternativo (Shiraki-lida, et al., 1998). En
humanos el gen klotho estd compuesto también por 5 exones y sobre 50 kb, ha
sido mapeado en el cromosoma 13g12 y comparte sobre un 80% de su identidad
con el gen en ratén (Kuro-O, et al., 1997; Matsumura, et al., 1998).

La proteina Klotho corresponde a una proteina transmembrana tipo | de un
solo paso de 1014 aminoacidos de largo y un dominio intracelular corto de 10
aminoacidos sin dominios funcionales descritos (Kuro-O, 2010), su dominio
extracelular consiste en dos dominios beta-glucosidasa tipo | (KL1 y KL2). Por otra
parte, una forma secretada que resulta del corte proteolitico de la forma de
membrana es detectable en suero y fluido cerebro-espinal (FCE) con un tamafio
de 130 kDa (Imura, et al., 2004; Semba, et al., 2014). La forma putativa secretada
prevista inicialmente por término transcripcional alternativo en los estudios de
estructura (Shiraki-lida, et al., 1998; Matsumura, et al., 1998) consistiria en solo el
dominio KL1, que ha sido posible de detectar en fluido extracelular mediante
anticuerpos recientemente (Masso, et al., 2015) pero hasta la fecha se desconoce

su rol.
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Klotho y su rol “anti-envejecimiento”

Estudios de secuenciacion de klotho en distintas lineas de ratén, demostrd
una expresion diferente entre lineas, donde por ejemplo la linea denominada
SPRET/Ei presentdé mayores niveles totales de mRNA y de la forma de membrana
de Klotho. Esta linea de raton demostré tener mayor expectativa de vida, menos
factores de riesgo de ateroesclerosis y mejor audicion que el resto de lineas de
raton estudiadas (Bektas, et al., 2004). Estas caracteristicas “anti-envejecimiento”
fueron también demostradas por Kurosu, et al. 2005 donde la sobre-expresion de
klotho extendia significativamente la expectativa de vida de los ratones. Entre un
20 a un 30,8% en machos y un 18,8 a 20 % en hembras.

Estudios recientes han explorado los posibles mecanismos protectores de
Klotho contra el envejecimiento, como por ejemplo, que la sobreexpresion de
klotho protegeria contra estrés de reticulo endoplasmico, incrementando en
consecuencia la viabilidad celular en modelos in vitro (Banerjee, et al., 2013) y
resistencia a la insulina e hiperglicemia, inhibiendo la sefializacién intracelular de
la insulina y el factor de crecimiento insulino tipo 1 (IGF1) (Kurosu, et al., 2005).
Este dltimo efecto es de gran interés, pues la reduccion de la sefalizacién por
IGF1, insulina y otras hormonas asociadas, esta relacionado a una significativa
extensidon en la longevidad en multiples especies (fenbmeno ampliamente
conservado en la naturaleza) (Bartke, 2006) y a una mayor resistencia al estrés
oxidativo, donde la conjugacion de ambos fenébmenos seria probablemente uno de
los mecanismos principales “anti-envejecimiento” de la sobre-expresion de klotho
(Papaconstantinou, 2008). Sin embargo, existe evidencia contraria indicando que
la ausencia de Klotho no alteraria la homeostasis de glucosa y la sensibilidad
aumentada a insulina corresponderia a un efecto secundario a la alteracién en la
homeostasis mineral (Anour, et al., 2012). Cabe sefalar que hay evidencia de la
interaccion de Klotho con vias de sefializacion en fendmenos de cancer como
IGF1/insulina (Kurosu, et al.,, 2005); ROS (lkushima, et al., 2006); p53/p21
(Machado de Oliveira, 2006); Wnt (Liu, et al., 2007) y su alteracion especifica en
modelos de cancer sugieren un rol supresor tumoral en cancer, siendo este

fendmeno también un area de intensa investigacion (Xie, et al., 2013).

13



Funciéon e interacciones de Klotho

El raton knock out de FGF23, una hormona derivada de tejido 6seo que
induce excrecion de fosfato en la orina, gatilla un fenotipo similar al sindrome
presente en el ratbn mutante de klotho, (Shimada, et al.,, 2004) tanto FGF23 y
Klotho participan de un eje endocrino comun en el proceso de regulacion del
metabolismo de fosfato. El raton deficiente de klotho exhibe niveles elevados de
FGF23, indicando que la pérdida de Klotho induce resistencia a FGF23 ya que
seria un co-receptor obligado para esta hormona (Urakawa, et al., 2006; Kurosu,
et al., 2006) transformando al ubicuo FGFR1c (receptor 1lc del factor de
crecimiento fibroblastico) en especifico para FGF23 y aumentando la afinidad del
complejo receptor por un factor de 20 (Urakawa, et al., 2006; Goetz, et al., 2012).
A su vez, FGF23 participaria en la regulacion negativa de los niveles de vitamina
D (Liu. et al., 2006). La principal fuente de FGF23 circulante son probablemente
los osteoblastos y osteocitos y su secrecion desde el tejido 6seo es estimulada por
la vitamina D, por aumentos extracelulares de fosfato (Martin, et al., 2012) y calcio
(Quinn, et al., 2013). Formando, de esta manera, un ciclo de retroalimentacion
entre hueso y rifion (Martin, et al., 2012).

La disrupcién de esta retroalimentacion negativa por ablacion tanto de
FGF23 o klotho genera hiperfosfatemia, hipercalcemia e hipervitaminosis D.

Este estado metabdlico es el responsable primario del sindrome de
envejecimiento prematuro, revisado por Kuro-O, 2010, sugiriendo que la
hiperfosfatemia seria el principal responsable del fenotipo tipo-envejecimiento,
probablemente favoreciendo la produccién de especies reactivas de oxigeno por
parte de la mitocondria (Kuro-O, 2010). Diversos estudios han apoyado esta teoria
demostrando como una dieta baja en vitamina D puede rescatar o evitar el
fenotipo senescente en estos mutantes (Lanske & Razzaque, 2007; Carpinelli, et
al., 2011; Kosakai, 2011) o como la ablacion rifidn-especifica de klotho en ratén
recapitula el fenotipo de knock out global de klotho (Lindberg, et al., 2014).

Junto a su funcién como co-receptor para FGF23, la proteina Klotho participa
como un factor humoral. EI dominio extracelular de Klotho es cortado por las
metaloproteasas ancladas a la membrana ADAM10 y ADAM17 (del inglés “a
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desintegrin a metalloproteinase”) generando asi su forma secretada (Chen, et al.,
2007) y siendo el riidn probablemente la principal fuente de Klotho soluble bajo
condiciones fisiolégicas (Lindberg, et al., 2014). Esta forma secretada presenta
efectos diferentes de la version de transmembrana, como favorecer la actividad y
abundancia de canales catiénicos reguladores de la reabsorcion renal de Ca'*?
(Cha, et al., 2005), la regulacién de canales que permiten excrecion renal de K*
(Cha, et al., 2009), regulacion negativa de canales de calcio inducidos por estrés,
con efecto cardio-protector (Xie, et al., 2012), inhibicion de la recaptura de fosfato
en masculo liso vascular (Hu, et al., 2011), la inhibicion de la autofosforilacion del
receptor a insulina inducida por insulina e IGF1 en cultivos celulares (Kurosu, et
al., 2005 ;Wolf, et al., 2008), proteccion contra estrés oxidativo y senescencia
prematura en cultivos de células vasculares endoteliales (lkushima, et al., 2006),
induccion de la maduracién, desarrollo y formacion de mielina en cultivos de
oligodendrocitos mediante las vias de sefalizacion Akt y ERK (Chen, et al., 2013)
y modulacién de la sefializacion de la via Wnt, uniéndose a ligandos Wnt
impidiendo su unién al receptor de superficie (Liu, et al., 2007). Con respecto a
esto Ultimo, es interesante sefalar que si bien la activacion de la sefalizacion
celular de Wnt es esencial para la proliferacién y sobrevida de las células
troncales, incluyendo el proceso de neurogénesis hipocampal del adulto (Varela-
Nallar & Inestrosa, 2013), su activacion prolongada puede causar una disminucién
en la disponibilidad de este tipo de células (Scheller, et al., 2006; Kirstetter, et al.,
2006).

Klotho en el sistema nervioso

Si bien la expresion de klotho en cerebro se reconoce desde la descripcion
inicial del gen (Kuro-0O, et al., 1997), han sido trabajos mas recientes los que han
profundizado su posible rol, patron de distribucion y nivel de expresion en dicho
tejido. Con respecto a su distribucién en cerebro la proteina Klotho se expresa
principalmente en el plexo coroideo de raton (Kuro-O, et al., 1997; German, et al.,
2012; Clinton, et al., 2013) y rata (Clinton, et al., 2013) y en células de Purkinje
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(German, et al., 2012), pero también es detectable en corteza, hipocampo y
sustancia blanca, tanto en neuronas como en oligodendroglia pero no en
astrocitos (Clinton, et al., 2013). Es interesante sefialar que Klotho se concentra
principalmente en la region nuclear y perinuclear de las células de los plexos
coroideos y neuronas de Purkinje, sin embargo se desconoce el rol de esta
distribucion intracelular (German, et al., 2012).

Con respecto al perfil de expresion de mRNA en el cerebro adulto de la rata,
los niveles mas altos detectables por hibridizacion in situ son en hipocampo y
ndcleos de la amigdala. Ademas, niveles altos son detectables en los nucleos
anterior, medio-dorsal y paraventricular del tdlamo, el resto del cual presenta
niveles moderados. En el mesencéfalo y el puente la expresion de klotho es mayor
en la sustancia nigra y muestra una expresion mucho menor en estructuras
cercanas a ella (Clinton, et al., 2013).

En el cerebro en desarrollo en la rata la expresion de klotho es detectable tan
precoz como en dia post natal 1 (P1) y su patrén de distribucién es muy similar al
presente en el cerebro adulto, sin embargo, los niveles de expresiéon de mRNA de
klotho varian a través del desarrollo. En corteza cerebral existen niveles iniciales
elevados que descienden alrededor de la segunda semana de vida para volver a
incrementarse y alcanzar sus maximos en la adultez (P75). Algo similar ocurre en
ndcleo caudado y putamen con un minimo de expresion durante la segunda a
tercera semana de vida. En hipocampo la expresion de klotho se mantiene regular
durante el desarrollo, y en amigdala existiria un aumento gradual durante el
desarrollo hasta la adultez (Clinton, et al., 2013).

Estudios recientes confirman la expresion de Klotho en neuronas de
hipocampo en raton, tanto en CA1 (Li, et al. 2017) como en giro dentado (Li, et al.,
2010; Salech et al., en revisién), como también, la ubicacion en la membrana pre y

postsinaptica de la forma completa de la proteina en CA1 (Li, et al. 2017).
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La disminucion de Klotho y el sistema nervioso

Se ha descrito que el ratbn homocigoto a la mutacion de klotho presenta
déficit cognitivo en pruebas de memoria a objetos novedosos y de
condicionamiento al miedo, que a su vez estarian asociadas a apoptosis neuronal
en hipocampo, elevado estrés oxidativo (Nagai, et al., 2003) y disfuncion sinaptica
determinada por una menor expresion de sinaptofisina, un marcador de vesiculas
sinpticas (Li, et al., 2004). Shiozaki, et al., 2008 realizaron una descripcién
bioquimica y morfolégica del cerebro de los ratones knock out para klotho de 8
semanas de edad, cuando el fenotipo senescente estd completamente
desarrollado, demostrando mayor cantidad de neurofilamentos en el axén
asociados a su vez a mayores niveles de fosforilacion, mayor cercania entre
microtUbulos en las dendritas de células de Purkinje, significativa reduccién en la
expresion de la proteina asociada a micro-tubulo 2 (MAP2), deso6rdenes en la
morfologia de los organelos neuronales, evidencia de aumento de autofagia,
reduccion de la proteina antiapoptética Bcl-xL y aumento de la proteina
proapoptética Bax, asi también disminucién de las estructuras y proteinas
asociadas a sinapsis, degeneracion evidente en células piramidales de hipocampo
y posible en células de Purkinje del cerebelo, aumento en la densidad de
filamentos gliales astrociticos, aumento de la expresion de proteina acida fibrilar
glial (GFAP) (Shiozaki, et al., 2008) y defectos en la mielina principalmente en
nervio éptico y cuerpo calloso (Chen, et al., 2013). Todas estas alteraciones son
muy similares a las encontradas en animales envejecidos (Shiozaki, et al., 2008;
Gotow, 2008; Chen, et al., 2013) y han vuelto al ratbn mutante de klotho un
modelo sugerido para la investigacion en el campo del envejecimiento en
neurociencias (Ito, 2013). Sin embargo, diferenciar si estas alteraciones son
producto del déficit local de Klotho o resultado del sindrome senescente producto
del desbalance en el metabolismo de Calcio, fosforo y vitamina D, es un tema en
activo cuestionamiento (Lanske & Razzaque, 2007). De esta manera estudios en
degeneracion de neuronas dopaminérgicas mesencefalicas en el raton deficiente

de Klotho o en el déficit auditivo asociado a estos ratones han demostrado
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rescatar el fenotipo de afeccion neuroldgica con dietas deficientes en vitamina D
(Kosakai, 2011; Carpinelli, et al., 2011).

Klotho y enfermedad en el sistema nervioso

En suma a las alteraciones descritas en los modelos in vitro e in vivo del
posible rol de Klotho en la patologia del sistema nervioso, se ha estudiado
paralelamente qué procesos patoldgicos espontaneos pueden estar asociados a
disfuncion de Klotho y en esta linea ha sido de gran utilidad el descubrimiento de
una mutacién en humanos denominada KL-VL. El genotipo KL-VL, corresponderia
a una variable funcional de klotho y estaria asociada a una menor expectativa de
vida en personas homocigotas para dicho alelo (Arking, 2002), un mayor riesgo de
desarrollar enfermedad arterial coronaria (Arking, 2003), accidente cerebro
vascular isquémico en poblacion relativamente joven (menores de 40 afios)
(Majumdar, 2011) y tendria ademas un posible rol en las diferencias en cognicion
entre genotipos asociado a la edad (Deary, et al. 2004).

Si bien, la mayor parte de la literatura se ha centrado en el rol patoldgico de
Klotho en enfermedad renal y metabolismo mineral (John, et al., 2011), muy poco
se ha descrito sobre su rol en enfermedad del sistema nervioso Yy
neurodegeneracion. Considerando que las proyecciones de expectativa de vida
siguen aumentando (Medina, 1999), con un incremento muy importante en el
namero de pacientes con enfermedad de Alzheimer (EA), la principal causa de
demencia en la vejez (Sheng, et al. 2012), y que estudios recientes demostraron
que las concentraciones de Klotho detectables en fluido cerebro-espinal son
significativamente menores en pacientes con enfermedad de Alzheimer (Semba,
et al., 2014) y en modelo de raton (Massé, et al., 2015), sumado a estudios de
sobre-expresion de klotho en modelos de Alzheimer en ratbnes que demuestran
neuroproteccion (Dubal, et al., 2015). Es por todo esto, que profundizar en el rol de
Klotho en regiones del sistema nervioso como el hipocampo se vuelve un campo

de estudio muy prometedor.
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Mayores niveles de Klotho promueven cogniciéon

Si bien la variable genética de klotho humano KL-VS puede significar mayor riesgo
para las personas homocigotas a dicho gen (Arking, 2002; Arking, 2003, Deary, et
al., 2004, Majumdar, 2011). Los portadores heterocigotos de este gen presentan
mejores niveles cognitivos (Dubal, et al., 2014) e incluso un mayor volumen de la
corteza cerebral y mayor conectividad en redes neurales vulnerables al
envejecimiento y enfermedad de Alzheimer (Yokoyama, et al., 2015; Yokoyama et
al., 2016), y todo esto asociado a mayores niveles de Klotho soluble en suero. En
consecuencia se han realizado estudios cognitivos en ratones con sobreexpresion
sistémica de klotho, demostrando también un mejor desempefio en mdultiples
pruebas de aprendizaje y memoria, este efecto podria estar mediado por un
aumento en la potenciacion a largo plazo (LTP) en el giro dentado, una forma de
plasticidad sinaptica y una mayor expresion de GIuN2B (Dubal, et al., 2014), una
subunidad del receptor a glutamato NMDA con funcion clave en aprendizaje y
memoria, (Zhao, et al., 2009; Dubal, et al., 2014) y seria un efecto independiente
de la edad (Dubal, et al., 2014).

Estudio del hipocampo mediante pruebas de memoria espacial

Anatomicamente la formacion hipocampal se extiende desde posterior a
anterior en la base de los l6bulos temporales, en su eje transverso presenta una
organizaciéon con mudltiples subregiones: la corteza entorrinal, el giro dentado,
Cornu Ammonis (CA1-CA4) y el subiculum (Small, et al.,, 2011). A su vez, las
diferentes regiones del hipocampo se pueden diseccionar funcionalmente segun
su procesamiento de la informacion, de esta manera se ha demostrado que la
subregion CA1l procesa informacion temporal; CA2 procesa informacion de
memoria social (Hitti & Siegelbaum, 2014), CA3 dorsal participa en el
procesamiento espacio-temporal de la memoria, mientras que el giro dentado
procesa patrones de separacion espacial (Hunsaker & Kesner, 2008). En esta

misma linea, la corteza entorrinal sirve de “puerta de entrada” a la formacién
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hipocampal y el subiculum junto a CAl son los principales flujos de salida del
circuito hipocampal (Small, et al., 2011).

Los estudios en animales del posible efecto de Klotho en memoria se han
centrado en el posible efecto sobre el hipocampo (Zhao, et al., 2009; Dubal, et al.,
2014). Esto no sorprende, pues el hipocampo ha mantenido una posicién central
en el desarrollo de teorias sobre memoria normal y anormal en humanos y
animales, esta region del encéfalo contribuye al proceso de memorias explicitas
tales como la espacial (Good, 2002). Este tipo de memoria es un aspecto
importante de la funcion cognitiva y en orden de evaluarla en roedores, se han
disefiado diferentes pruebas especificas para comprobar hipétesis discretas
(Crawley, 1999). Sin embargo, frente a esta amplia disponibilidad, es de suma
importancia la correcta seleccion de las pruebas dependiendo de la especie
animal, area anatomica y tipo de patologia o alteracion en estudio (Hunsaker,
2012). Destacan, en esta linea, las pruebas que han sido el estandar como por
ejemplo Morris water maze que se ha utilizado ampliamente para estudiar
navegacion espacial en modelos de lesion hipocampal (Morris. et al. 1982).

Dafar el hipocampo tipicamente produce amnesia anterograda, donde la
memoria adquirida recientemente se ve mas alterada que memorias adquiridas
remotamente, sin embargo, en memoria espacial esta situacion es diferente y los
animales con lesion hipocampal fallan en pruebas de navegacion sin importar el
momento de la adquisicion del aprendizaje previo a la lesion (Clark, et al. 2005) y
esto se replica incluso en modelos de lesién incompleta (Clark, et al. 2005;
Hunsaker & Kesner, 2008; Kesner, 2013). Los mecanismos detras del rol de la
formacion hipocampal en navegacion son aun tema en intenso debate y buscan
cerrar las brechas entre los dos grandes puntos de vistas de su funcién: memoria

y navegacion espacial (Schiller, et al., 2015; Eichenbaum, 2017).

Rol de Klotho en hipocampo y memoria

Basados en la presencia de Klotho en hipocampo (Li, et al., 2010; Clinton, et

al., 2013; Li, et al.,, 2017; Salech, et al., en revisidon) y su posible rol tanto en
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potenciar cognicion en situaciones de sobreexpresion sistémica en humano
(Dubal, et al., 2014; Yokoyama, et al., 2015; Yokoyama et al., 2016) y animales;
(Dubal, et al., 2015) como en interferir procesos cognitivos en modelos knock out
sistémico (Nagai, et al., 2003), es que pretendemos utilizar un modelo local de
interferencia de klotho, exclusivamente en hipocampo, para evaluar si su
disminucién en dicho tejido es suficiente para generar un efecto en pruebas de
memoria espacial. Por todo lo anterior, proponemos la hipotesis de que la
disminucion de la expresion hipocampal de klotho se asociaria a cambios
deletéreos en el procesamiento de memoria dependiente de hipocampo en ratén.
Planteamos que esto podria demostrar la importancia de Klotho en memoria sin
las interferencias de los modelos sistémicos. Esta situacién no ha sido descrita en
la literatura.

Para explorar esta idea, infectamos ratones de la cepa C57B6 adultas de 5
meses de edad con un vector lentiviral cargado de un shRNA interferente de
klotho en la regidén subgranular del giro dentado de su hipocampo derecho. El
vector se entrega in situ mediante una inyeccion estereotéxica. Cuatro semanas
después los animales son expuestos a una prueba cognitiva de aprendizaje
espacial dependiente de la actividad hipocampal denominada oasis maze (Clark,
et al. 2005), teniendo como control a ratones inyectados con vector viral con una
secuencia de RNA no interferente o animales sin inyeccion alguna. Esta prueba es
una versién alternativa “en seco” del “Morris water maze” (Morris. et al. 1982) que
es equivalente con esta Ultima en su capacidad de evaluar disfuncion en memoria
espacial (Clark, et al. 2005; Martinez, et al., 2016).

En una segunda configuracion, los grupos experimentales fueron controlados
con pruebas que no dependan de la actividad del hipocampo sobre aprendizaje

espacial (RANDOM oasis maze).
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Hipotesis

La disminucion de la expresion local de la proteina Klotho en hipocampo
produce deterioro en los procesos de memoria y aprendizaje espacial en ratones
adultos.

Objetivo General

Determinar el efecto de la inyeccion en hipocampo derecho de un shRNA
de klotho en el rendimiento de una prueba de memoria espacial dependiente de

hipocampo en ratones adultos.

Objetivos especificos (OE)

1. Evaluar el efecto de la inyeccion intra-hipocampal derecha de dos shRNA de
klotho en un vector lentiviral en una prueba de memoria espacial dependiente de
hipocampo en ratones adultos, comparados con ratones inyectados con el vector
viral sin el interferente (Scramble) y con ratones sin inyeccién (WT).

2. Evaluar el efecto de la inyeccién intra-hipocampal derecha de dos shRNA de
klotho en un vector lentiviral en una prueba de navegacion espacial no
dependiente de memoria hipocampal en ratones adultos, comparados con ratones

inyectados con el vector viral sin el interferente (Scramble).
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Métodos

Animales de experimentacién

Se utilizaron 37 ratones de la cepa C57BL adultos, de 6 meses de edad,
hembra. Se distribuyeron en 4 grupos de animales: 2 grupos de inyeccion
hipocampal de shRNA de klotho en vector lentiviral (grupo interferente FUX-46 y
FUX-47), control inyeccién hipocampal de vector viral sin interferente (Scramble) y

control adicional sin inyeccion (WT).

Tamano de la muestra

Los grupos de animales se compusieron de 7 animales para los grupo
Scramble, FUX-47, WT y 8 animales para el grupo FUX-46. Un total de 8 animales
fueron descartados del analisis estadistico por motivos descritos mas adelante en
los resultados. Los animales fueron mantenidos en el Bioterio Central del Instituto

de Ciencias Biomédicas.

Bioética
El proyecto y el uso de animales de experimentacion fue evaluado y

aprobado por el comité de ética de la facultad de medicina de la Universidad de
Chile. Protocolo CBA#0669 FMUCH.

shRNA de klotho y Vector lentiviral

Nuestro laboratorio dispuso para el estudio 2 vectores lentivirales con los
interferentes de klotho FUX 46 y FUX 47 ademas de un tercer vector lentiviral sin
expresion de interferente (Scramble) (Salech, et al., en revisién). Todos los shRNA
fueron subclonados para incorporar la expresion de GFP antes de producir las
particulas lentivirales. Los 3 son aptos para la expresiéon de shRNA y GFP en

células de sistema nervioso central. Este ShRNA ensamblado en particulas virales
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ha demostrado ser util en inhibir la expresion del gen klotho en el sistema nervioso
central determinado por rtPCR utilizando hipocampos de ratén adulto infectados
con lentivirus por 4 semanas, n=4 por grupo, Mann Whitney, P=0,0286 para FUX
46 vs Scramble y para FUX 47 vs Scramble (Salech, et al., en revision, Fig. S1)

La utilizacion de estos vectores lentivirales esta extensamente descrita en la
literatura (Wong et al., 2006) y ha sido aprobada por el comité de bioseguridad del

ICBM para los estudios realizados en nuestro laboratorio.

Cirugia estereotéaxica

Los lentivirus con el shRNA fueron inyectados en el hipocampo derecho de
ratones C57b6 hembras de 5 meses de edad utilizando un aparato estereotaxico
en la sala de cirugia del laboratorio CEMC (centro de estudios moleculares de la
célula).

La anestesia se realiz6 mediante induccién saturante con isofluorano seguida
de mantencién con una mezcla de ketamina y xilacina (40mg/kg y 8mg/kg
respectivamente) administrada via intraperitoneal. Como profilaxis de lesién
corneal se utiliz6 lagrimas artificiales en gel.

Una cantidad de 1.5 ul del concentrado del vector lentiviral fue cargada en
campana de extraccion de aire para virus en una jeringa Hamilton 95RN con una
aguja Hamilton 33G; 1,5”; para luego ser inyectada a una velocidad de 0,3 pl /min.
(esperando 5 min. antes de retirar la aguja y luego retirando la aguja a 0,01 mm
por segundo hasta una profundidad de -1,4 mm, esperando nuevamente un
minuto antes de retirar completamente la aguja) en el giro dentado del hipocampo
derecho de ratones adultos usando las siguientes coordenadas: AP -0,2 mm
desde el bregma., lateralidad de -0,2 mm, y una profundidad de -1,85mm (Paxinos
& Franklin, 2007). La incisién inicial se sutur6 con dos puntos simples separados.
Este sitio de inyeccion fue escogido para disminuir artefactos en la regiéon
subgranular del giro dentado producto de la inyeccion, esto con el fin de facilitar

estudios posteriores en dicha region.
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La recuperacion de la anestesia se realizO en caja postoperatoria
previamente entibiada. El material desechable utilizado fue eliminado en
contenedores para desecho con riesgo bioldégico en campana de virus.

La expresion del vector fue corroborada mediante la expresion de GFP.

Evaluacion de memoria espacial

El inicio del protocolo de evaluacion cognitiva inicié a las 4 semanas de la

cirugia estereotaxica (Fig.1).

Oasis maze

Siguiendo las especificaciones de Clark, et al. 2005, con algunas
modificaciones menores (Martinez, et al., 2016), se desarrolld una versién “en
seco”, del Morris Water maze, denominado oasis maze en la cual los animales de
experimentacién, previamente restringidos de agua de bebida por 24 h., debian
usar claves espaciales para buscar en un espacio abierto una recompensa
especifica (oasis) que contiene agua.

El aparato consiste en una arena circular de 1,4 m de didmetro, pintada de
color gris que contiene 21 pocillos equidistantemente distribuidos donde se

colocaba una gota de agua (0,05 ml) quedando escondida en su interior.

Fases de la evaluacion

Fase I. Pre-entrenamiento

Los ratones privados de agua por 24 h. previas, fueron colocados en el oasis
maze, donde 50% de los pocillos habian sido llenados con una gota de agua (0,05
ml) de forma aleatoria, permitiéndoles buscar y beber libremente en dos ocasiones
de 5 min. cada una y separadas por 30 min. Al dia siguiente el procedimiento se

repitié igual pero con 25% de los pocillos con agua escondida de forma aleatoria.
Fase Il. Entrenamiento espacial

Siguiendo a la fase I, los ratones tuvieron un dia de entrenamiento en el cual

el agua fue colocada en un sélo pocillo. Por cada ratén el agua fue colocada
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siempre en la misma posicion relativa a claves espaciales distantes. Se realizaron
15 intentos por raton de 1 min. de duracion, con un intervalo de 30-40 seg. entre
intentos, siempre colocandolo en lugares de partida distintos de la superficie del
oasis maze, para prevenir aprendizajes procedimentales. Durante el proceso de
navegacion la posicion del animal fue videograbada con una camara en posicion
cenital y posteriormente se registré el nimero de errores (colocar la cabeza en un
pocillo sin recompensa) y se reconstruy6 el recorrido del animal mediante la
técnica de videotracking, utilizando una rutina de Matlab®, para determinar la
razon entre trayectoria observada y la esperada del animal (Fig. 2) como también
distancia recorrida, latencia y velocidad.

Al dia siguiente de la fase de entrenamiento para buscar agua segun claves
espaciales, se incorpor6é a los animales a la fase denominada RANDOM, en la
cual se les dio un total de ensayos de entrenamiento equivalentes, excepto por
que la ubicacién del agua en el pocillo fue aleatoriamente cambiada entre cada
intento. De este modo si bien los animales podian desarrollar estrategias para
encontrar el agua, la memoria de ubicaciones especificas se volvia irrelevante.

Después de cada dia de entrenamiento a los ratones se les permitio beber

agua ad libitum por 1 h.

Validacion de la infeccidn lentiviral en hipocampo

La infeccion se confirmd por fluorescencia del gen reportero GFP asociado al
vector con el interferente, los cortes de cerebro fueron obtenidos después del
estudio de memoria espacial. Los ratones posterior a ser anestesiados fueron
perfundidos con buffer fosfato salino (PBS), y luego con paraformaldehido al 4%,
1M, pH 7.4, tras lo cual los cerebros fueron removidos, cortados y montados para
su observaciéon bajo microscopia de fluorescencia para evaluar la expresion de
GFP por parte de las células infectadas. Una infeccién exitosa se consider6 por
fluorescencia de GFP en todas las capas de la region granular desde el polo
septal hasta los segmentos mas temporales del hipocampo. (Fig. 12)

26



Control de apoptosis en hipocampo

Estudio con inmunofluorescencia contra caspasa 3 clivada (Aspl75; Cell
Signaling technology®) realizados en rebanadas de hipocampo infectados con los
lentivirus descartaron un aumento de la muerte celular asociada a la infeccion.

Experimento en triplicado.

Inmunofluorescencia

Para la inmunodeteccion de Caspasa 3 clivada, las rebanadas de
hipocampo fueron incubadas en solucion de bloqueo (3% suero de burro, 3% BSA,
0,5% Triton X-100 en PBS) por 2 h. Usandose el anticuerpo de conejo anti-
caspasa3 clivada Aspl75 a dilucion 1:400 y anticuerpo secundario anti-conejo
Alexa (molecular probes). Las rebanadas fueron montadas en placas cubiertas de
gelatina con Vectashield (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA).

Estadistica

El analisis estadistico de los datos se realizO mediante una prueba de
ANOVA de una via para las velocidades, posteriormente se realiz6 una prueba
post hoc de comparacién mdltiple de Tukey. Se calculé regresion lineal para
namero de errores, razén de distancia, latencia y recorrido con el fin de analizar el
progreso de aprendizaje en ensayos consecutivos determinado como una
pendiente negativa significativa. El analisis se realiz6 con el software estadistico
Prism 6®. Se considero significativa una diferencia asociada a un error alfa igual o

menor al 5%.

Resultados

Grupos de animales y procedimientos

Se utilizé treinta animales previamente sometidos a inyeccion estereotaxica
en su giro dentado derecho (coordenadas en milimetros: AP -0,2 desde el bregma,

Lateralidad -0,2, profundidad -1,85) con el vector lentiviral conteniendo ya sea los
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interferentes de klotho FUX 46, FUX 47 o el Scramble (control) mas 7 animales
control adicional sin inyeccién (WT). La inyeccion unilateral fue seleccionada para
utilizar el hipocampo izquierdo como control y considerando la evidencia de
lateralizacion derecha de las funciones en navegacion espacial del hipocampo de
raton (Shinohara, et al. 2012) y rata (Klur, et al. 2009). Los grupos de animales
fueron expuestos a una fase de pre-entrenamiento en la tarea de memoria
espacial, oasis maze. Esta prueba permite la evaluacion del rendimiento en
memoria espacial dependiente de hipocampo (Clark, et al., 2005; Martinez, et al.,
2016) (Fig.1) y es equivalente al Morris Water Maze que ha sido utilizado
previamente para estudiar navegacion espacial en lesion hipocampal (Morris. et al.
1982).

De estos 30 animales, 5 no pasaron la etapa de pre-entrenamiento al no
obtener el criterio cualitativo de ingreso a la fase de entrenamiento (presentar un
comportamiento de busqueda y beber de las recompensas del oasis maze) y 3
presentaron un nivel no satisfactorio de infeccion en sus hipocampo inyectados
(GFP ampliamente distribuido desde polo septal a temporal en 12 cortes
transversales de hipocampo), eliminandose posteriormente del analisis. Los 22
ratones restantes pertenecientes a los tres grupos experimentales mas el grupo
control adicional (Scramble n=7, FUX 46 n=8, FUX 47 n=7, WT=7) fueron
evaluados con respecto al numero de errores y aciertos, asi como la distancia total
recorrida, velocidad en actividad, latencia del ensayo y un indice de distancia
(distancia total recorrida hasta el objetivo/ distancia recorrida ideal) durante el
desarrollo del oasis maze, usando una rutina de videotracking reconstruida y

analizada mediante el software MatLab®.

Resultados tarea de memoria espacial. (configuracion de aprendizaje)

Promedio de errores: Corresponde al promedio del niumero de veces que se
explora un pocillo sin recompensa: El andlisis mediante regresiéon lineal muestra
un cambio significativo en el grupo control WT (pendiente= -0,290; P= 0,01; R=
0,36) (Fig. 3a) y Scramble (pendiente= -0,354; P= 0,03; R’*= 0,30) (Fig. 3b),
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indicando un progreso en el proceso de aprendizaje de estos dos grupos el cual
no fue observado en los grupos interferentes, ya que no presentaron progreso en
el aprendizaje a lo largo de los ensayos consecutivos, FUX 46 (pendiente= -0,106;
P=0,36; R*= 0,06) y FUX 47 (pendiente= 1,7¥10%; P= 1,00; R?>= 2,2*10™""), (Fig. 3
c-d)

Razén de distancia: La razén entre la distancia recorrida en el oasis maze
durante la prueba y la minima distancia recorrida esperada hasta la recompensa
para cada ensayo. Se diferencia de la distancia total recorrida al normalizar por el
sitio de partida. El andlisis de regresion lineal muestra un cambio significativo para
el grupo control WT (pendiente= -0,612; P= 0,01; R*= 0,36) (Fig. 4a) indicando un
progreso en el proceso de aprendizaje a diferencia de los grupos Scramble e
interferentes que no presentaron cambio en relacion a los ensayos consecutivos,
Scramble (pendiente= -0,307; P= 0,14; R?>= 0,15), FUX 46 (pendiente= -0,056; P=
0,67; R?= 0,01) y FUX 47 (pendiente= -0,22 P= 0,3; R?= 0,08), (Fig.4b-d).

Distancia total recorrida en la busqueda del pocillo con recompensa: En el
andlisis de regresion lineal existe un cambio significativo en el grupo control WT
(pendiente= -24,30; P= 0,002; R?*= 0,51), Scramble (pendiente= -34,93; P= 0,04;
R%= 0,27) y FUX 47 (pendiente= -20,09; P= 0,02; R?= 0,33) (Fig. 5a; 5b y 5d)
indicando un progreso en el proceso de aprendizaje para esta variable a diferencia
del grupo interferente FUX 46 que no presentd mejora en relacion a los ensayos
consecutivos, (pendiente= -1,298; P= 0,86; R*= 0,002), (Fig. 5c).

Latencia: Correspondiente a el tiempo necesario para encontrar la recompensa
en el pocillo recompensado: En la regresion lineal existe un cambio significativo en
los grupo control WT (pendiente= -1,424; P=0,0008; R*=0,59) y control Scramble
(pendiente= -1,147; P=0,03; R?= 0,28) (Fig. 6a-b) indicando un progreso en el
proceso de aprendizaje a diferencia de los grupos interferentes que no presentan
cambio en relacién a los ensayos consecutivos, FUX 46 (pendiente= -0,286; P=
0,61; R?>= 0,02) y FUX 47 (pendiente= -0,441; P=0,35; R?>= 0,06), (Fig. 6c-d).
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Un resumen de estos resultados puede verse mas adelante en la tabla 1

Resultados navegacion espacial (configuracién random)

La tarea de oasis maze en configuracién random, en breve consistié que el animal
debia encontrar una recompensa, sin embargo en cada ensayo esta recompensa
cambiaba de posicion, de este modo el animal no podia utilizar su capacidad de
memoria para resolver la tarea, sino que el éxito relativo estaba determinado

solamente por sus capacidades de navegacion.

Promedio de errores: En la regresion lineal no hubo un cambio significativo en
los tres grupos en estudio en relacion a los ensayos consecutivos, indicando
ausencia de aprendizaje, como es de esperar en esta configuracion de la tarea.,
Scramble (pendiente= 0,190; P= 0,12; R?= 0,17), FUX 46 (pendiente= 0,009; P=
0,93; R?= 0,0004) y FUX 47 (pendiente= 0,319; P= 0,18; R*= 0,13), (Fig. 7a-c).

Razon de distancia: En la regresion lineal no hubo un cambio significativo en los
tres grupos en estudio en relacion a los ensayos consecutivos, indicando ausencia
de aprendizaje, como es de esperar en esta configuracion de la tarea. Scramble
(pendiente= -0,084; P= 0,52; R?*= 0,03), FUX 46 (pendiente= -0,065; P= 0,69; R*=
0,01) y FUX 47 (pendiente= -0,002; P= 0,99; R*= 8,9*10°), (Fig. 8a-c).

Distancia total recorrida: En la regresion lineal no hubo diferencia entre los tres
grupos en estudio durante los ensayos consecutivos, indicando ausencia de
aprendizaje como es esperable en esta configuracion de la tarea. Scramble
(pendiente= 6,346; P= 0,34; R?>= 0,06), FUX 46 (pendiente= -6,718; P= 0,40; R*=
0,05) y FUX 47 (pendiente= -11,63; P= 0,56; R*= 0,02), (Fig.9 a-c).

Latencia: La regresion lineal no demostr6 un cambio significativo en los tres

grupos en estudio en relacion a los ensayos consecutivos, indicando ausencia de
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aprendizaje. Scramble (pendiente= -0,267; P= 0,49; R?= 0,03), FUX 46
(pendiente= -0,243; P= 0,57; R?= 0,02) y FUX 47 (pendiente= -0,168; P= 0,80; R*=
0,004), (Fig.10 a-c).

Un resumen de estos resultados puede verse mas adelante en la tabla 2.

Resultados adicionales posteriores a la evaluacion de memoria

Velocidad en actividad:

Los promedio de velocidad en actividad de cada raton durante la tarea de memoria
espacial en configuracion de aprendizaje fueron analizados como control de la
actividad motora para descartar un déficit neurolégico de caracter motor en los
grupos que pudiese alterar o modificar la interpretacion de los resultados. Se
expresaron los valores como promedios + desviaciones estandar, no existiendo
diferencias significativas entre grupos a excepcién del grupo Scramble que navegd
mas rapido que FUX 47 (P= 0,037), ANOVA de una via y analisis post hoc de
comparacion multiple de Tukey (Fig. 11).

Validacion de la infeccion:

Los resultados de aprendizaje y memoria previamente descritos corresponden
solo a los animales que demostraron infeccion satisfactoria de los giro dentado de
sus hipocampos segun como se describe en la metodologia (Fig. 12). A excepcion

del grupo WT, el cual no fue sometido a infeccién.

Infeccion no produce aumento significativo de apoptosis:
Estudio con inmunofluorescencia contra caspasa 3 clivada realizados en
rebanadas de hipocampo infectados con los lentivirus descartaron un aumento de

la muerte celular asociada a la infeccion. N=3, (Fig. 13).
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Figuras

C57BL, Edad: 5 meses
shRNA Scramble

sh RNA FLUX 46

sh RNA FUX 47.

: 4 semanas Sacrificio

Cirugia estereotaxica validacion de la infeccion

DIA 1 DIA 2 DIiA 3 DiA 4
PRE- PRE- ENTRENAMIENTO ENTRENAMIENTO
ENTRENAMIENTO | ENTRENAMIENTO ESPACIAL RANDOM

1 POCILLO CON 1 POCILLO CON
POCILLOS CON POCILLOS CON

RECOMPENSA RECOMPENSA
RECOMPENSA: RECOMPENSA:

50% 25% Posicion no cambia

Posicién cambia entre
entre ensayos

ensayos

i EN'\SA’I\I\T?S & 2 ENRSA’]\,\T())S (5 15 ENSAYOS (1 MIN) 15 ENSAYOS (1 MIN.)

20 min. Entre 20 min. Entre 15-30 seg. entre

15-30 seg. entre
ensayos

ensayos ensayos
ensayos
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Fig. 1. Construccion del experimento y protocolo de oasis maze.
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RD= 34,8 RD= 10,9 RD=3,1

Fig. 2. Representacion de la tarea de memoria espacial. Ejemplo de uno de los ratones del
grupo control Scramble del estudio durante la configuracién aprendizaje espacial. El aprendizaje
esta representado por una menor razon de distancia (RD) a través de ensayos consecutivos. La
distancia esperada y experimental estan graficadas sobre el oasis maze (linea verde y roja

respectivamente) .
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Fig. 3: Resultados tarea de memoria espacial: Promedio de errores. Regresion lineal de los

promedios por ensayo de los grupos en estudio para evaluar progreso en ensayos consecutivos. A-

B): Tanto los grupos WT como Scramble presentan aprendizaje (determinado por una pendiente

negativa significativa). C-D): Los grupos interferente FUX 46 y 47 no presentan un resultado

compatible con aprendizaje. Valor en negrita indica significancia estadistica= P < 0,05. Los valores

de la pendiente, valor P y coeficiente de determinacién (RZ) por grupo se muestran en la esquina
superior derecha de cada grafico (WT n=7; Scramble n=8; FUX 46 n=7; FUX 47 n=7)
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Fig. 4: Resultados tarea de memoria espacial: Razén de distancia. Regresion lineal de los

promedios por ensayo de los grupos en estudio para evaluar progreso en ensayos consecutivos.

A): El grupo WT presenta aprendizaje (determinado por una pendiente negativa significativa). B-D):

Los grupos Scramble; interferente FUX 46 y FUX 47 no presentan un resultado compatible con

aprendizaje. Valor en negrita indica significancia estadistica= P < 0,05. Los valores de la pendiente,

valor P y coeficiente de determinacién (Rz) por grupo se muestran en la esquina superior derecha
de cada grafico (WT n=7; Scramble n=7; FUX 46 n=7; FUX 47 n=7)
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Fig. 5: Resultados tarea de memoria espacial: Distancia recorrida. Regresion lineal de los
promedios por ensayo de los grupos en estudio para evaluar progreso en ensayos consecutivos. A-
B y D): Tanto los grupos WT, Scramble y FUX 47 presentan aprendizaje (determinado por una
pendiente negativa significativa). C): El grupo interferente FUX 46 no presenta un resultado
compatible con aprendizaje. Valor en negrita indica significancia estadistica= P < 0,05. Los valores
de la pendiente, valor P y coeficiente de determinacion (RZ) por grupo se muestran en la esquina
superior derecha de cada grafico. (WT n=7; Scramble n=7; FUX 46 n=7; FUX 47 n=7)
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Fig. 6: Resultados tarea de memoria espacial: Latencia. Regresién lineal de los promedios por
ensayo de los grupos en estudio para evaluar progreso en ensayos consecutivos. A-B): Tanto los
grupos WT como Scramble presentan aprendizaje (determinado por una pendiente negativa
significativa). C-D): Los grupos interferente FUX 46 y 47 no presentan un resultado compatible con
aprendizaje. Valor en negrita indica significancia estadistica= P < 0,05. Los valores de la pendiente,
valor P y coeficiente de determinacién (Rz) por grupo se muestran en la esquina superior derecha
de cada grafico (WT n=7; Scramble n=7; FUX 46 n=7; FUX 47 n=7)
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WT Scramble FUX 46 FUX 47

Errores P=0,01; R2=0,36 P=0,03; R2=0,30 P=0,36;R>=0,06 P=1,00;R2=22"10"

Razon de distancia P=0,01;R2=0,36 P=0,14,R2=0,15 P=0,67;R2=0,01 P=0,3; R2=0,08

Distancia recorrida P=0,002; R2= 0,51 P=0,04; R>=0,27 P=0,86;R?=0,002 P=0,02; R?=0,33

Latencia P=0,0008; R?= 0,59 P=0,03; R2=0,28 P=0,61;R?=0,02 P=0,35; R?=0,06

Tabla 1: Resumen de resultados de la tarea de memoria espacial: Se describe los valores de P y
coeficiente de determinacion (RZ) de las variables evaluadas por grupo. El grupo control WT presenta
pendientes negativas significativas en todas las variables evaluadas. El grupo control Scramble
presenta pendientes negativas significativas en 3 de 4 variables y el grupo interferente FUX 47 en 1 de
4 variables. Por otra parte, el grupo interferente FUX 46 no presenta una pendientes negativas en las

variables estudiadas. Valor en negrita indica significancia estadistica.
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Fig. 7: Navegacién espacial modalidad random: Promedio de errores. Regresion lineal de los
promedios por ensayo de los grupos en estudio para evaluar progreso en ensayos consecutivos. A-
C): Tanto los grupos Scramble, FUX 46 y FUX 47 no presentan un resultado compatible con
aprendizaje. Valor en negrita indica significancia estadistica= P < 0,05. Los valores de la pendiente,
valor P y coeficiente de determinacién (RZ) por grupo se muestran en el borde superior de cada
grafico (Scramble n=7; FUX 46 n=8; FUX 47 n=7)
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Fig. 8: Navegacion espacial modalidad random: Razén de distancia. Regresion lineal de los
promedios por ensayo de los grupos en estudio para evaluar progreso en ensayos consecutivos. A-
C): Tanto los grupos Scramble, FUX 46 y FUX 47 no presentan un resultado compatible con
aprendizaje. Valor en negrita indica significancia estadistica= P < 0,05. Los valores de la pendiente,
valor P y coeficiente de determinacion (R?) por grupo se muestran en el borde superior de cada

grafico (Scramble n=7; FUX 46 n=7; FUX 47 n=7)
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Fig. 9: Navegacion espacial modalidad random: Distancia recorrida. Regresion lineal de los
promedios por ensayo de los grupos en estudio para evaluar progreso en ensayos consecutivos. A-
C): Tanto los grupos Scramble, FUX 46 y FUX 47 no presentan un resultado compatible con
aprendizaje. Valor en negrita indica significancia estadistica= P < 0,05. Los valores de la pendiente,
valor P y coeficiente de determinacién (Rz) por grupo se muestran en el borde superior de cada
grafico (Scramble n=7; FUX 46 n=7; FUX 47 n=7)
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Fig. 10: Navegacion espacial modalidad random: Latencia. Regresion lineal de los promedios
por ensayo de los grupos en estudio para evaluar progreso en ensayos consecutivos. A-C): Tanto
los grupos Scramble, FUX 46 y FUX 47 no presentan un resultado compatible con aprendizaje
Valor en negrita indica significancia estadistica= P < 0,05. Los valores de la pendiente, valor P y
coeficiente de determinacion (R?) por grupo se muestran en el borde superior de cada grafico
(Scramble n=7; FUX 46 n=7; FUX 47 n=7
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Scramble FUX 46 FUX 47

Errores P=0,12; R2= 0,17 P=0,93; R2= 0,0004 P=0,18; R2= 0,13
Razon de distancia P=0,52; R2= 0,03 P=0,69; R2= 0,01 P=0,99; R2= 8,9*10¢
Distancia recorrida  P=0,34; R?= 0,06 P=0,40; R2= 0,05 P=0,56; R2= 0,02
Latencia P=0,49; R2= 0,03 P=0,57; R2= 0,02 P= 0,80; R2= 0,004

Tabla 2: Resumen de resultados de navegacién espacial modalidad random: Se describe los
valores de P y coeficiente de determinacion (R?) de las variables evaluadas por grupo. Tanto el
grupo Scramble como los grupos interferentes FUX 46 y FUX 47 presenta pendientes negativas

significativas en las variables estudiadas. Valor en negrita indica significancia estadistica.
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Fig. 11: Control de velocidad en actividad durante entrenamiento espacial: Se expresan los
valores como dispersiéon de promedios + Desviaciones estandar en cm/seg. Scramble vs FUX 47
(P=0,037), ANOVA de una via y analisis post hoc de comparacion multiple de Tukey. * = P < 0,05.
(WT n=7; Scramble n=7; FUX 46 n=7; FUX 47 n=7)

SEPTAL

TEMPORAL -

Fig. 12. Validacién de la infeccion en giro dentado de hipocampo inyectado. Patrén de
expresion de GFP en diferentes cortes consecutivos de hipocampo derecho de un animal

inyectado con FUX 46 demostrando infeccion satisfactoria.
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Contralateral Ipsilateral

Fig. 13. Apoptosis en los hipocampos infectados por lentivirus con interferente.
Inmunofluorescencia con anticuerpo anti-caspasa 3 clivada en hipocampos infectados.
Experimento en triplicado. (RG: Region granular; Casp3: caspasa 3 clivada) (Salech, et al. en

revision)
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Fig. S1. Cambio de expresién del gen klotho por rtPCR en hipocampo infectado por
lentivirus Scramble, FUX 46 y FUX 47. Relacion klotho/GADPH en los hipocampo infectados de
los tres grupos en estudio expresado como medias + Desviacion estandar. n=4 por grupo, Mann
Whitney, **: P=0,028. (Salech, et al. en revisién)
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Conclusiones

En conjunto los resultados experimentales demuestran que la disminucion
de la expresién de klotho en hipocampo, particularmente en la region del giro
dentado, tendria un efecto deletéreo significativo en el rendimiento del aprendizaje
en la tarea de memoria espacial, oasis maze.

Durante la fase de aprendizaje espacial, el grupo control WT demostrd un
comportamiento de aprendizaje en las 4 variables exploradas, evidenciado por una
pendiente negativa y significativa en los analisis de regresion lineal, como era de
esperar para un grupo control. Pues a lo largo de los ensayos consecutivos el
aprendizaje se asocid a menos errores, menos latencia, menos distancia recorrida
y menor razén de distancia para completar la tarea. El grupo control Scramble
demostré aprendizaje en 3 de las 4 variables, sugiriendo asi una capacidad de
aprendizaje conservada pero menor relativa al grupo WT. Esta situacién parece
razonable pues su hipocampo no esta intacto, debido al procedimiento quirdrgico
de inyeccion del vector lentiviral. Por el contrario, los grupos interferentes no
presentaron un progreso significativo durante los ensayos consecutivos (a
excepcion de FUX 47 en una sola variable: distancia recorrida) demostrando asi
un marcado deterioro en su capacidad de aprendizaje espacial en practicamente
todas las medidas realizadas comparado con los grupos controles y Scrmble
(Tabla 1).

Durante la fase random de la prueba, que tiene como objetivo medir las
capacidades de navegacion del animal sin un componente de memoria, se perdio
de forma predecible las diferencias significativas entre todos los grupos (Scramble,
FUX 46 y FUX 47). Perdiéndose asi también, la ventaja del grupo control
Scramble por sobre los interferentes en cuanto a aprendizaje (Tabla 2). Esto era
esperable de acuerdo con nuestra hipbtesis ya que la prueba en esta
configuracion permite evaluar como navegan los animales y no como aprenden.

Cabe sefalar que la eficiencia de los interferentes de klotho es levemente
distinta, siendo el interferente FUX 47 el de mayor efectividad. Esta diferencia de
efecto de los interferentes de klotho fue evaluada por nuestro laboratorio,
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mediante rtPCR comprobando que este interferente genera una disminucion de la
expresion hipocampal de klotho mayor en relacion al marcador control GADPH
(Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) que el interferente FUX 46, durante las
primeras pruebas de infeccién, (Salech, et al., en revision), (Fig. S1). El
desemperio levemente distinto de los grupos de animales con estos interferentes
es un hallazgo nuevo del andlisis de los resultados y podria indicar un efecto
interferente dependiente, donde el grado de interferencia de klotho en hipocampo
derecho afecta la capacidad de aprendizaje y la interferencia mayor podria sumar
ademas mecanismos compensatorios no previstos.

Si bien, el desarrollo de esta tesis no se centra experimentalmente en los
mecanismos por los cuales Klotho tendria relevancia en los procesos de memoria,
estos resultados en el rendimiento podrian, en experimentos posteriores,
demostrar que Klotho ejerce un efecto modulador sobre mecanismos de la
funcionalidad hipocampal, como por ejemplo, la neurogénesis del adulto a nivel de
giro dentado, pues esta demostrado que existe expresion local de Klotho en
neuronas del giro dentado (Li et al., 2010; Clinton, et al., 2013; Salech, et al., en
revision), como también hay evidencia que esta proteina interfiere con vias de
sefalizacion promotoras de neurogénesis como IGF1l-insulina /IGFR (Kurosu, et
al., 2005; Wolf, et al., 2008), Wnt (Liu, et al., 2007) y FGFR (Urakawa, et al., 2006).
Por otra parte, nuestra aproximacion experimental ya ha sido demostrada
previamente para evaluar posibles cambios en neurogénesis mediante pruebas
conductuales equivalentes (Drapeau, et al., 2003; Sahay, et al., 2011; Kesner,
2013), sin embargo, una confirmacion mediante caracterizacion molecular de
neurogénesis por marcadores como BrdU (Miller & Nowakowsky, 1988; Taupin,
2007), Doublecortin (Brown, et al., 2003) y/o Ki-67 (Kee, et al., 2002) de los tejidos
de los ratones inyectados podria ser una etapa complementaria adecuada para
fortalecer esta idea.

Otro mecanismo descrito, mediante el cual la actividad de Klotho podria
tener un rol sobre el comportamiento, son los hallazgos de mayores niveles de la
subunidad GIuN2B del receptor NMDA en el hipocampo de ratdn que sobre-

expresa Klotho (Dubal, et al., 2014), los niveles de esta subunidad ya han sido
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relacionados a mayor plasticidad sinaptica y rendimiento en memoria espacial en
raton (Zhao, et al., 2009). Y bajo este mismo principio es esperable alteraciones
de caracter electrofisiologicos que modifiqguen la capacidad de generar procesos
de plasticidad sinaptica como LTP (Dubal, et al., 2014).

Por dltimo la evidencia reciente de la presencia de Klotho en las
membranas pre y post sinapticas en hipocampo (Li, et al. 2017) podria guiar el
descubrimiento de un rol de esta proteina en la microestructura de las redes
neuronales en si. Sin embargo no podemos descartar un efecto conjunto de las

hipdtesis aqui expuestas o de nuevos mecanismos por descubrir.

Limitaciones experimentales que pueden interferir con la interpretacion de

los resultados

Uno de los puntos criticos para la validez de los resultados aqui descritos
es que los animales no presenten diferencias propias de un deterioro neurolégico,
ya sea por la cirugia estereotaxica o la infeccidon lentiviral. Para controlar esta
situacion es que medimos y analizamos las velocidades en actividad de todos los
animales durante la tarea de memoria espacial. Considerando al grupo control sin
inyeccién (WT) como el estdndar a comparar, ningun grupo se desempefié mas
lento que el WT demostrando no existir un déficit motor debido a las
intervenciones. Sin embargo, el grupo control Scramble presenté una velocidad
significativamente mayor vs el grupo interferente FUX 47. Al revisar los datos de
los animales individualmente fue evidente que el efecto est4 determinado por los
tltimos 3 animales incorporados al grupo, pertenecientes a un bioterio distinto del
resto de los animales (causando ademas una evidente mayor dispersién de los
datos (Fig. 10) pudiendo ser un efecto ya sea individual que interaccione con el
sitio de inyeccion de la cirugia estereotaxica, con la intensidad de la infeccion, la
actividad del interferente u otro factor desconocido que no pudo ser filtrado por
nuestro esquema de validacion de la infeccion, test conductuales adicionales
pueden ser considerados como por ejemplo navegacion espontanea de estos

animales o grado de ansiedad de estos animales medidos por pruebas tales como
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un open fiel test o elevated plus maze que indiquen una actividad locomotora de
base mayor en estos animales. Sin embargo estos 3 animales aun cuando
parecen navegar mas rapido presentan de igual forma capacidad de memoria

similares al resto de los animales control.

Inyeccidn unilateral en hipocampo derecho

Los estudios habituales de disfuncion hipocampal se realizan mediante
lesion bilateral, sin embargo creemos que nuestro esquema no es una debilidad
experimental pues, por un lado pudimos demostrar un efecto significativo sobre el
aprendizaje y la memoria, controlado no solo con los grupos WT y Scramble si no
también por la configuracion random del experimento al cual se sometieron
exactamente los mismos animales de la configuracion de aprendizaje espacial.
Por otra parte existe la evidencia de lateralizacion derecha de las funciones en
navegacion espacial del hipocampo de ratén (Shinohara, et al. 2012) y rata (Klur,
et al. 2009) lo cual apoya nuestro disefio experimental. Adicionalmente la
observacién de alteraciones cognitivas solo modificando la expresion de Klotho en
un hemisferio hipocampal sugiere lo relevante que es este gen para el correcto
funcionamiento de esta estructura.

Y por ultimo la inyeccién unilateral de hipocampo se traduce en rebanadas
de cerebro del mismo animal donde su hipocampo contralateral puede servir de
control dentro del individuo, generando asi un stock de muestras con evidente
potencial para continuar la investigacién en bisqueda de una explicacion celular o

molecular de los efectos conductuales demostrados por esta tesis.
Contribucién y proyeccién

La presente investigacion ha demostrado como la disminucion de la
expresion de Klotho de forma local en el hipocampo derecho es suficiente para

producir un deterioro significativo en el desempeiio en memoria espacial en

ratones adultos. Esto pone de manifiesto que la presencia de Klotho es
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fundamental para el correcto desempeiio del hipocampo en aprendizaje espacial.
Nuestro resultados contrastan con los estudios en la literatura actual que han
centrado su atencion en modelos de sobre o sub expresion sistémica de Klotho,
esto vuelve al presente estudio una aproximacion no descrita que contribuye
plenamente con los esfuerzos actuales por descubrir el verdadero rol de Klotho en
el sistema nervioso y particularmente el hipocampo, una estructura ampliamente
reconocida por su rol en procesos de memoria y alteraciones cognitivas

relacionadas con el envejecimiento.
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