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2. RESUMEN

En la presente tesis se estudio el efecto del tratamiento de secretomas derivados de células
madre mesenquimales MSCs precondicionadas, administrados intranasalmente en neonatos

expuestos a asfixia perinatal, evaluando sus efectos en aprendizaje y memoria.

Los antecedentes en la literatura indican que los secretomas derivados de MSCs pueden
reducir el estrés oxidativo y la neuroinflamacién en condiciones de hipoxia —isquemia. Dado
este antecedente se plante6 en esta tesis, como hipdtesis, que los déficits cognitivos inducidos
por asfixia perinatal, en un modelo animal, pueden ser prevenidos por la administracion de
secretomas derivados de células madre administrados en dos dosis (2 horas y 7 dias postnatal

cada una).

El objetivo general de esta investigacion fue determinar si la administracion intranasal de
secretomas derivados de celulas madre previene el déficit cognitivo inducido por asfixia
perinatal en ratas. Para este fin, se realizaron diferentes pruebas conductuales, que incluyeron
un Open Field, el Test de Reconocimiento de Objetos y el Test Oasis Maze, los cuales
midieron niveles de ansiedad/locomocién, memoria y aprendizaje respectivamente. Estos
andlisis se realizaron en 4 grupos de animales, un grupo control sin asfixia y un grupo
expuesto a asfixia perinatal a los que se les administro intranasalmente la solucion vehiculo
0 secretomas derivados de MSCs precondicionadas con DFX o con las proteinas
proinflamatorias TNFa+INFy a 2 horas y 7 dias postnatal.

Se observé que la administracion intranasal de secretomas mejoré en los sujetos asficticos
los niveles de ansiedad, actividad locomotora, memoria de reconocimiento y, en menor
medida, los niveles de aprendizaje y memoria espacial dependiente de hipocampo. Se
concluye que el tratamiento con secretomas derivados de células madre precondicionadas
con DFX y TNFa+INFy se constituye como una herramienta efectiva en el objetivo de

prevenir los déficits cognitivos inducidos por un episodio de Asfixia Perinatal.



ABSTRACT:

In the present thesis, the effect of the treatment of preconditioned MSCs mesenchymal stem
cell-derived secretomes, administered intranasally in neonates exposed to perinatal asphyxia,

was studied, evaluating its effects on learning and memory.

Background in the literature indicates that MSC-derived secretomes can reduce oxidative
stress and neuroinflammation in hypoxic-ischemic conditions. Given this background, it was
hypothesized in this thesis that cognitive deficits induced by perinatal asphyxia, in an animal
model, can be prevented by the administration of stem cell-derived secretomes administered

in two doses (2 hours and 7 days postnatal each).

The overall objective of this research was to determine whether intranasal administration of
stem cell-derived secretomes prevents perinatal asphyxia-induced cognitive deficit in rats.
For this purpose, different behavioral tests were carried out, which included an Open Field,
the Object Recognition Test and the Oasis Maze Test, which measured levels of anxiety /
locomotion, memory and learning respectively. These analyzes were carried out in 4 groups
of animals, a control group without asphyxia and a group exposed to perinatal asphyxia to
which the vehicle solution or secretomas derived from MSCs preconditioned with DFX or
with the pro-inflammatory proteins DFX y TNFa+INFy were administered intranasally. at 2

hours and 7 days postnatal.

It was observed that the intranasal administration of secretomes improved the levels of
anxiety, locomotor activity, recognition memory and, to a lesser extent, the levels of learning
and spatial memory dependent on the hippocampus in asphyctic subjects. It is concluded that
treatment with secretomes derived from preconditioned stem cells with DFX vy
TNFa+INFy is an effective tool in the objective of preventing cognitive deficits induced by

an episode of Perinatal Asphyxia.



ABREVIATURAS:

AP: Asfixia Perinatal
AV: Asfixia Vehiculo

ARNmM: Acido Ribonucleico Mensajero

Arc: proteina del citoesqueleto regulada por actividad (Activity Regulated Cytoskeleton

Protein)

BCA: Ensayo de Acido Bicinconinico
CV: Control Vehiculo

CA1: cornu ammonis 1
CAZ3: cornu ammonis 3
CA4: cornu ammonis 4

DFX: Deferoxamina

GD: Giro Dentado del Hipocampo

GSSG: Glutation Oxidado

GSH: Glutation Reducido

hAD-MSC: Células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo humano
ICV: Intracerebroventricular

IL-10: Interleuguina-10

IR: indice de Reconocimiento

MEM: Medio Esencial Minimo

MSCs: Células madres mesenquimales

PBS: Buffer Fosfato Salino

SNC: Sistema Nervioso Central

TMN: Ndcleo Tuberomamilar del Hipotalamo
TGF-B1: Factor de Crecimiento Transformante Beta 1

TNFa+INFy : Factor de Necrosis Tumoral Alfa + Interferon Gamma.
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INTRODUCCION

La Asfixia Perinatal (AP) constituye una importante complicacion de tipo obstétrica que se
produce durante el parto, generando la tercera causa principal de muerte neonatal. Los
individuos que logran sobrevivir a este evento pueden desarrollar discapacidades a nivel
motor, cognitivo y neuropsiquiatrico (Volpe, 2008 y Van Handel et al., 2007).

En la actualidad, no existe ningun tratamiento eficaz que sea capaz de atenuar o prevenir las
secuelas de la AP (Campbell et al. 2018), el Unico tratamiento que se aplica es la hipotermia
con resultados de prevencién del dafio relativo y que dependen del inicio de la terapia
(Gonzélez et al., 2005). En Chile, se ha descrito una incidencia de 5-6 por 1.000 nacidos
vivos a término (Novoa et al. 2012). Por lo tanto, proteger el cerebro del recién nacido de un
insulto metabolico en el momento del nacimiento constituye una prioridad nacional y
mundial en salud. La AP reviste importantes alteraciones a largo y corto plazo a distinto nivel
y la gravedad de los déficits neurolégicos observados, depende de: i) el tiempo de exposicion
del feto a la hipoxia, ii) del periodo que transcurre antes que se reestablezca la respiracion
normal (de resucitacion / maniobras de reoxigenacidn), iii) de la maduracién del neonato, y
iv) de la integridad de las funciones fisioldgicas cardiovasculares y respiratorias, entre otros
(Morales et al. 2011). Dentro de las secuelas de mayor gravedad se encuentran la paralisis
cerebral, discapacidad intelectual, epilepsia, ceguera y discapacidad auditiva (Volpe 2012),
mientras aquellas secuelas de perfil leve a moderado se asocian a déficits cognitivos y
trastornos conductuales (Van Handel et al., 2007) como el déficit atencional e hiperactividad,
trastornos del animo, trastornos adictivos (Galeano et al. 2013) trastornos del espectro autista

Yy psicosis.

La AP involucra una crisis energética primaria resultante del déficit de oxigeno, seguida del
dafio resultante del requerimiento de reoxigenacion, lo cual conduce a estrés oxidativo
afectando la actividad mitocondrial, incrementando la produccion de radicales libres,
neuroinflamacion y la muerte celular en regiones mas vulnerables del cerebro como los
ganglios basales y el hipocampo, asi como también en la sustancia blanca (Nufiez et al, 2018,
Morales et al. 2011, Tapia-Bustos et al. 2019, en preparacion).

En base a lo anterior es necesario sefialar que el cerebro es una estructura particularmente

sensible a un episodio de AP. Las neuronas son células extremadamente sensibles a la falta
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de oxigeno, lo cual es explicado por la accion de una enzima llamada NOX4 que es producida
por varios 6rganos y musculos, pero cuando es liberada en el cerebro su accion es muy
nociva. Desencadena la descomposicion de las células de la barrera hematoencefalica y
ademas un mecanismo de autodestruccién de las neuronas (apoptosis neuronal) (Casas et al.,
2017).

Especificamente, dentro del cerebro, el hipocampo representa una de las zonas mas sensibles
al fenémeno hipoxico. Se sabe que las células de la zona CAL son las mas sensibles dentro
del hipocampo en conjunto con las células de Purkinje. La zona CAL se ubica continua al
subiculum y se ha observado que la hipoxia genera cambios agudos y crénicos en la
excitabilidad de la red neuronal de la misma (Crain et al., 1988; Petito et al., 1987 y Jensen
et al., 1998). Por otro lado, las zonas 2 y 3 (de Spielmeyer) se consideran como lugares
resistentes y la zona CA4, que se ubica de modo adyacente al Giro Dentado se cataloga como

zona de vulnerabilidad media (Lugo, 2017).
Aspectos Cognitivos afectados en el cuadro de Asfixia Perinatal

Las principales secuelas a nivel neuropsicoldgico en los seres humanos inducido por AP, se
asocian a variables cognitivas como la atencién y la memoria. Respecto a la memoria se han
observado alteraciones tanto en la modalidad visual como verbal. Estas secuelas pueden
persistir hasta la edad adulta y que se han relacionado a atrofia hipocampal bilateral (Mafieru
& Junqué, 2002).

Estudios realizados por Marlow et al., (2005) reportaron en un grupo de 65 nifios de la edad
de siete afios que habian presentado AP, con encefalopatia severa y encefalopatia moderada,
diferencias importantes en ambos grupos con respecto a su control en variables como célculo
matematico, lecto-escritura, lenguaje receptivo y expresivo. Ademas, se encontré una
relacion directa entre la AP y problemas de conducta, hiperactividad e inatencion.
Puntualmente, Marlow et al. (2005) reportan que en casos mas severos existen dificultades
considerables en memoria episodica y en memoria semantica. Analisis neuropsicologicos en
nifios de 6 afios con antecedentes de AP, evidencian déficits significativos en la motricidad
manual (75%), regulacion verbal del acto motor (66.6%), disartria, memoria verbal (75%),
memoria no verbal (58.3%) y orientacion derecha-izquierda (11%) sugiriendo que el
hipocampo y los lobos frontales serian estructuras altamente susceptibles a la falta de oxigeno

12



(Ramirez & Novoa, 2008, Martinez-Biarge et al., 2010; Rennie et al., 2007). Si bien es cierto,
la mayoria de las dificultades que se observan en estos sujetos son en el funcionamiento
ejecutivo, en especifico su regulacion e inhibicidn; en la atencion sostenida y en la memoria
declarativa, es decir regiones frontales y temporales, se han observado también compromisos
en otras funciones y regiones distintas que sugieren lo difuso del dafio en este tipo de cuadros
y el impacto del mismo en todas las esferas de la vida del individuo (Flores-Compadre et. al,
2013).

Existen diversos modelos animales para AP. Dentro de ellos el Modelo Sueco ha sido
validado ampliamente por la comunidad cientifica considerando diversos factores como i) la
similitud con el parto en humanos; ii) lo no invasivo del método; iii) que permite estudiar
diversas consecuencias a corto y largo plazo de la injuria en un mismo individuo y, iv) que
permite estudiar las fases tempranas de la AP (Marriot et al., 2017), permitiendo con ello
estudiar diversas alteraciones motoras y conductuales en los individuos afectados. En
modelos animales se ha evidenciado que la AP induce un rendimiento deficiente en la tarea
de reconocimiento de objetos, lo que sugiere un déficit en memoria no espacial (Simola et al,
2008). Estos cambios han sido asociados a una disminucién en la densidad de neuronas
histaminérgicas del ntcleo tuberomamilar del hipotdlamo (TMN)(Flores-Balter et al., 2018)
sugiriendo que el sistema histaminérgico es sensible a AP y que explica, en parte, los déficits
en los procesos de aprendizaje y la memoria observados en sujetos afectados por AP (Flores-
Balter et al., 2016). Estudios mas recientes, muestran que la AP también induce un
rendimiento deficiente en memoria espacial que se encuentra acompariado por astrogliosis
hipocampal sin pérdida neuronal (Blanco et al., 2015). Se ha descrito que la AP induce en
ratas un incremento en los niveles de estrés, ansiedad e hiperactividad (Hershkowitz et al.,
1983). Estos cambios inducidos por la AP reflejan cambios plasticos en el SNC relacionados
a laactividad neuronal (Flores-Balter el al, 2016), conectividad sinaptica (Marriot et al, 2017)
arborizacion dendritica (Morales et al 2003, Klawitter et al 2005) y neurogénesis (Morales et
al 2008) entre otros.

Un marcador comunmente usado en plasticidad neuronal es el gen Arc que codifica una
proteina asociada al citoesqueleto que participa en la plasticidad neuronal del Giro Dentado

(GD) del hipocampo (Link et al. 1995) siendo crucial para la consolidacion de la memoria
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espacial (Guzowski et al. 2000; Nakayama et al. 2015; Plath et al. 2006; Ramirez-Amaya et
al. 2013). Estudios previos del laboratorio muestran una disminucién de la
inmunoreactividad para Arc en el hipocampo de ratas expuestas a AP que podria dar cuenta

de los déficits cognitivos de las ratas con AP (Sanchez, 2017).

Se han propuesto diversas formas de tratamiento destinadas a revertir los déficits generados
por un episodio de AP conforme al uso de modelos animales. El uso de células madre es uno

de ellos.
Las células madre como soporte de una nueva estrategia terapéutica

Las células madre mesenquimales (MSCs) se definen como células indiferenciadas que
poseen la capacidad de proliferar, manteniendo su pluripotencialidad (Nombela-Arrieta et al.
2011). Estas células han sido propuestas como una herramienta terapéutica para diversas
enfermedades del SNC debido a sus amplias cualidades como agentes antiinflamatorios,
antioxidantes, y liberadores de factores tréficos y de crecimiento, facilitando mecanismos de

reparacion celular (Van Velthoven et al 2012, Castillo-Melendez et al. 2013).

Los efectos antinflamatorios y antioxidantes de largo plazo de las MSC han sido bien
documentados en modelos animales adultos de accidente cerebrovascular, isquemia y lesion
cerebral traumatica (Tang et al. 2015). Estudios recientes demostraron que una Unica
administracion intra-cerebroventricular (ICV) de MSC en ratas que consumen alcohol
cronicamente (3 meses) revirtio el estrés oxidativo y la neuroinflamacion inducido por el

consumo de alcohol (Ezquer- Quintanilla et al. 2017).

Sobre la base de estos antecedentes, estudios recientes demostraron que la administracion
ICV de MSCs derivadas de tejido adiposo de ratas, 2 horas post-AP indujo una clara
reversion de la hipomielinizacion inducida por la AP en regiones normalmente mielinizadas
como capsula externa y el cuerpo calloso (Tapia-Bustos et al., 2021). Estos resultados se
complementan con los obtenidos por Van Velthoven et al. (2010), quienes demostraron que
una administracion aguda de células madre incrementa el nimero de oligodendrocitos, y la

mielinizacion.
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El secretoma de células mesenquimales como nueva estrategia terapéutica.

El secretoma se define como un conjunto de factores biolégicos o moléculas secretadas al
espacio extracelular. En el caso de células mesenquimales humanas, el secretoma tiene
diferentes tipos de proteinas, citoquinas, factores de crecimiento, ademas de lipidos

mensajeros y ARNm de regulacion (Iranzo Martinez, 2018).

Algunas de las principales ventajas que ofrece la terapia con secretomas, en especial en el

contexto anteriormente descrito son:

a) El secretoma resuelve varias consideraciones potencialmente asociadas con el
trasplante de las poblaciones de células proliferativas y que puede afectar el cerebro neonato,

incluida la compatibilidad inmunoldgica y la tumorigenicidad.

b) El secretoma puede constituirse como una nueva alternativa a las terapias

farmacoldgicas convencionales, al regularse su dosis y potencia en su administracion.

C) El secretoma derivado de MSCs es un elemento de facil disponibilidad, dado que

pueden ser liofilizados, lo que favorece su almacenamiento.

d) El secretoma derivado de MSCs tiene un bajo costo de produccién, dado que puede
ser generado en grandes cantidades, favoreciendo ademas la reutilizacién de las células que
lo producen (Vizoso et al. 2017).

Se ha descrito que el precondicionamiento in vitro de las MSC con las citoquinas
proinflamatorias TNF-a e IFN-y mejora en gran medida la secrecion de una amplia gama de
factores terapéuticos (Ezquer-Quintanilla et al. 2017). Estudios recientes demostraron que
las MSC derivadas de tejido adiposo humano (hAD-MSC), condicionadas previamente con
citoquinas proinflamatorias, mejoraron su potencial antiinflamatorio, pro-regenerativo y
antioxidante, lo que lo convierte en una herramienta atractiva para una terapia eficaz de
recursos humanos neonatales. En este contexto el secretoma adquiere interesantes
caracteristicas moleculares, como por ejemplo altos niveles de 1L-10 y TGF -B1, ambos
marcadores de actividad antiinflamatoria (Quintanilla et al., 2019). De hecho, estudios
preliminares de laboratorio muestran que una Gnica administracion intranasal de secretomas

derivados de hAD-MSC pre-condicionadas, 2 horas después de la AP neonatal, redujo el
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estrés oxidativo del hipocampo evaluado en P7, al determinar la razon de glutatién oxidado/
glutation reducido (GSSH/GSH).

Por otro lado, MSCs pretratadas en un ambiente hipdxico o con deferroxamina (DFX)
incrementan la neuroproteccion y disminuyen la muerte neuronal en ratas expuestas a hipoxia
isquemia (Oses et al., 2017) enfatizando con esto la funcion paracrina que poseen las MSCs
(Jeong Lee, M. et al., 2010).

Hasta la fecha no hay estudios disponibles que muestren la efectividad de la administracion
intranasal de MSCs en AP. Se ha reportado que la via intranasal es una forma altamente
eficiente, selectiva y rapida para entregar diferentes tipos de farmacos al cerebro tanto en
modelos animales como en el humano. La via intranasal evita la barrera hematoencefalica,
por lo que es muy Util cuando se quiere administrar farmacos que no son capaces de cruzar
esta barrera (Hanson & Frey, 2008). Los farmacos administrados por via intranasal llegan al
cerebro mediante los nervios olfatorio y trigémino (Thorne et al, 2004). El nervio olfatorio,
puntualmente, inerva el bulbo olfatorio, donde hace sinapsis con neuronas de segundo orden,
las que se proyectan centralmente hacia el area olfatoria primaria homolateral, en el 16bulo

temporal del cerebro, sin enlazar en el tAlamo (Wilson — Pauwels, 2013).

De este modo, en esta tesis se ha evaluado si la administracion de estos tratamientos previene
los déficits cognitivos inducidos por un cuadro de Asfixia Perinatal y si, especificamente,
genera mejoria en ansiedad, actividad locomotora y memoria, con dos dosis de aplicacion y
por via intranasal. Todo aquello evaluado a través de la prueba de Campo Abierto,
Reconocimiento de Objetos y Oasis Maze. Del mismo modo se busca determinar cual de los
precondicionamientos de MSCs es mas efectivo para el tratamiento de la AP en cuanto a
revertir las alteraciones cognitivas y conductuales que experimentan los sujetos afectados por

el cuadro.
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HIPOTESIS

Déficits cognitivos inducidos por la Asfixia Perinatal son prevenidos por la administracion
de secretomas derivados de células madre precondicionadas con TNF-a + IFN-y o con DFX

in vitro.

OBJETIVO GENERAL

Determinar si la administracion intranasal repetida de secretomas derivados de células madre
precondicionadas con TNF-a + IFN-y o con DFX in vitro produce mejoria en el aprendizaje,

memoria y actividad locomotora de ratas asficticas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar cambios en los niveles de ansiedad y actividad locomotora mediante la
prueba de Campo Abierto en ratas controles, expuestas a AP, tratadas con vehiculo o
secretomas derivados de células madre precondicionadas con TNF-a + IFN-y o con
DFEX in vitro.

b) Determinar el rendimiento en memoria mediante la prueba de reconocimiento de
objetos y memoria espacial (Oasis Maze) en ratas jovenes controles, expuestas a AP,
tratadas con vehiculo o secretomas derivados de células madre precondicionadas con
TNF-a + IFN-y 0 con DFX in vitro.

MATERIALES Y METODOS

1. Sujetos: Se utilizaron 34 ratas albinas de la cepa Wistar pertenecientes a la estacion
experimental de animales del Programa de Farmacologia Molecular & Clinica de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Chile.
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Se consideraron para el estudio los siguientes grupos experimentales (ver Tabla 1) a los
cuales se les administrd vehiculo o secretomas de MSC 2 horas y 7 dias postnatal. Todos los

individuos fueron evaluados a partir de los 30 dias postnatal (P30).

Grupos N
Control Vehiculo (16pL de solucion salina 7-9
NaCl 0,9%)
Asfixia Vehiculo 7-9
Asfixia tratados con secretomas derivados de 7-9

MSCs precondicionadas con DFX (IN) (2
dosis a 2h y P7 aplicando 16 pL
(incluye 6pg de secretoma derivadas de 2
x10° MSC)

Asfixia tratados con secretomas derivados de 7-9
MSCs precondicionadas con TNF-a ¢ IFN-y
(IN) (2 dosis a 2h y P7 aplicando 16puL
(incluye 6ug de secretoma derivadas de 2
x10° MSC))

Tabla 1: Total de individuos considerados en las condiciones control y experimental

Todos los individuos fueron mantenidos en cajas individuales con ciclos luz/oscuridad 12/12
(ZT: 07:00 AM) con agua y alimentacion ad libitum en una pieza temperada a 23° C. Todos
los experimentos fueron desarrollados en conformidad al protocolo de guia y manejo de
animales de laboratorio del NIH y la aprobacion del comité de Bioética de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Chile (# CBA1058 FMUCH).
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2. Modelo de Asfixia Perinatal:

Se utilizo el modelo que se esquematiza a continuacion:

Conbol
Grouwps
Asphrynia

G22 at  Hislerockomy 3IrC 27 min Reanmaton Apgar soala lor rats Surrogate dam

Figura 1: Modelo de Asfixia Perinatal (Marriot et al., 2015)

Las ratas, en su ultimo dia de gestacion (dia 22) y posterior al nacimiento de una o dos crias
por via vaginal, fueron eutanizadas e histerectomizadas. Dos a tres crias fueron extraidas
posteriormente de los cuernos uterinos (ratas Control VVehiculo), mientras que el resto de los
cuernos gue contenian los otros fetos fueron sumergidos en un bafio de agua termo-regulado
a 37°C por 21 minutos. Posterior a este periodo de asfixia se liberaron las crias desde los
cuernos uterinos y se les estimulé a respirar, se les ligd el cordon umbilical y se les dejo

recuperar en un cojin temperado (Figura 1).

Entre 40 y 60 minutos posterior al nacimiento las ratas fueron sometidas a la aplicacion de la
escala APGAR adaptada para ellas donde se evaluaron pardmetros como peso corporal, sexo,
color de la piel, frecuencia respiratoria y movilidad. La severidad de la asfixia se determind
por la tasa de sobrevivencia y la recuperacion (Morales, 2010; Bustamante, 2007). Luego de
aquello cada cria fue dejada con madres sustitutas para posteriormente ser utilizadas en las

pruebas conductuales.
3. Precondicionamiento de células madre mesenquimales:

Las células madre humanas fueron extraidas de tejido adiposo subcutaneo, en conformidad
con los protocolos éticos establecidos por el Comité de Etica Médico-Docente de la Clinica
Alemana (Universidad del Desarrollo). Posterior a aquello las celulas fueron
precondicionadas a través de la incubacion en medio esencial (MEM, Gibco, Grand Island,
NY, USA) suplementado con suero bovino fetal al 10% (FBS; HyClone, South Logan, UT,
USA) junto con 0,16 mg / ml de gentamicina (Laboratorio Sanderson, Chile) a 37 C y 5% de
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CO2 mas 400 uM deferoxamina (DFX, Sigma-Aldrich, EE. UU.) en medio esencial sin FBS
durante 48 horas para mejorar la produccién de antioxidantes, antiinflamatorios y factores

angiogenicos.

Después del precondicionamiento, las células se lavaron tres veces con solucion salina
tamponada con fosfato (PBS) y se incubd durante 48 h con medio esencial. Posteriormente,
se recogid el medio de cultivo (secretoma) siendo centrifugado a 400 g durante 10 min para
eliminar las células completas. El sobrenadante se centrifugd nuevamente a 5000 g durante
10 minutos para eliminar los restos celulares. Este proceso reduce la contaminacion del
secretoma con proteinas liberadas por la ruptura de las células. Finalmente, el secretoma se
filtrd en filtros de 0,22 um y concentrado 50 veces (v / v) mediante filtros de corte de 3 kDa
(Millipore, Carrigtwohill, Irlanda). La concentracion de proteinas se determind mediante el
kit de ensayo de proteinas BCA (Thermo Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) y finalmente

el secretoma se congel6 a 80 °C hasta su uso.
4. Administracion de secretomas:

Se administr6 un volumen total de 16 uL, que contenia 6 g de proteinas secretoma (derivadas
de 2 x 10° MSC precondicionadas). Se efectud la administracion por via intranasal en dos
dosis (con el fin de asegurar la efectividad), 2 horas y 7 dias después de la asfixia cada 5
minutos, se administro 1 pL de solucidn con una canula pequefia en lados alternativos de la
cavidad nasal (ocho veces en cada fosa nasal). Como control se administraron 16 pL de
solucion salina (0,9% NaCl) de la misma manera anteriormente mencionada (Farfan et al.,
2020).

5. Aplicacion de Pruebas Conductuales:

Se aplicaron una serie de pruebas conductuales destinadas a evaluar Memoria No Espacial,

Memoria Espacial y Ansiedad junto con Actividad Locomotora:

1. Prueba de Ansiedad y Locomocion (Campo abierto) (realizada a P30)
2. Prueba de Reconocimiento de Objetos (realizada a P30)
3. Prueba Oasis Maze (realizada a P60)
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En la Figura 2 se puede apreciar un flujograma explicativo con los procedimientos

experimentales realizados:

gt
)

—

Control Vehiculo (n=7-9)

.

e ‘

Asfixia Vehiculo (n=7-9) ‘
— ___ d
) Prueba de
s Prueba de i
Ansiedad Reconocimiento Prueba Oasis Maze
P30 (P60)

Asfixia DFX (n=7-9) (P30) de Objetos (P30)

Asfixia TNF (n=7-9)

Figura 2: Diagrama de flujo con los procedimientos experimentales aplicados en las diferentes condiciones.

5.1 Prueba de Ansiedad vy locomocion (campo abierto):

Se utilizé una arena cuadrada de 80x80 centimetros dentro de la cual se coloco a cada animal
en el centro de ella. Previo a la colocacion de cada animal se limpid la superficie de trabajo
con una solucién del alcohol al 70% para evitar claves olfatorias (Griffin, 2009). Cada animal
fue filmado a través de una camara digital en posicién cenital por un tiempo de 5 minutos.
Posteriormente cada registro de video fue analizado con una rutina de script de MATLAB,
donde se reconstruyd el recorrido navegado por el animal y se estimaron las siguientes

variables:

a) Tiempo en el centro (establecido como indicador de ansiedad y consistente en el
tiempo en que el animal permanece en el centro de la arena. Se mide en segundos).

b) Tiempo en la periferia (establecido como indicador de ansiedad y consistente en el
tiempo en que el animal permanece en la periferia de la arena. Se mide en segundos).

c) Tiempo quieto (establecido como indicador de ansiedad y consistente en el tiempo

en que el animal permanece inmovil dentro de la arena. Se mide en segundos).
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d)

Distancia recorrida (establecida como indicador de actividad locomotora y
consistente en la distancia que el animal recorre dentro de la arena en un tiempo de
cinco minutos. Se mide en centimetros).

Velocidad de Desplazamiento (establecida como indicador de actividad locomotora
y consistente en la velocidad que el animal emplea mientras recorre la arena en un

tiempo de 5 minutos. Se mide en centimetros por segundo).

5.2 Prueba de Reconocimiento de Objetos:

Se utiliz6 una arena cuadrada de 80x80 centimetros en cuyo interior los individuos realizaron

la prueba.

Este test constd de tres fases de implementacion:

a)

Fase de Habituacion: Se coloco a cada animal a recorrer la arena en un tiempo de 10
minutos por dos dias, sin filmarlo y sin objetos presentes, con el objetivo de reducir

la ansiedad de los animales por neofobia.

Fase de Familiarizacion: Se coloco a cada animal en la arena en presencia de dos
objetos idénticos que se colocan en dos de las esquinas de la arena, dejando espacio
suficiente entre el objeto y las esquinas para dejar que el animal se desplazara
libremente. Cada objeto fue fijado con una cinta adhesiva a la superficie de la arena.

El animal fue filmado por un tiempo de 5 minutos mientras recorria la arena.

Fase de Prueba: Esta fase se efectud a las 24 horas después de realizada la fase de
familiarizacion. Se coloc6 al animal en la arena en presencia de dos objetos. Uno de
ellos fue el mismo que en la fase de familiarizacion y el otro fue reemplazado por uno
nuevo, dejando espacio suficiente entre el objeto y las esquinas para dejar que el
animal se desplazara libremente. Cada objeto fue fijado con una cinta adhesiva a la
superficie de la arena). El animal fue filmado por un tiempo de 5 minutos mientras
recorria la arena. Posteriormente los videos fueron analizados con una rutina de
MATLAB reconstruyendo el recorrido del animal y estimando el tiempo de
exploracion que realiza el animal en cada objeto. Se determiné un Indice de
Reconocimiento (IR) que se define como el tiempo dedicado a explorar el nuevo
objeto dividido por el tiempo total dedicado a explorar el objeto antiguo y el nuevo y
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también el Numero de Aproximaciones al Objeto Nuevo, que se define como el
namero de aproximaciones que el individuo genera al objeto nuevo dentro de la arena
durante cinco minutos de registro. Este test utiliza la tendencia natural de las ratas de
explorar objetos novedosos de tal manera que un indice mayor a 0.5 indica que el
animal explora mas el objeto nuevo que el antiguo dado que recuerda mas el antiguo
(Grinspun et al., 2019)

Entre cada animal se realiz6 una limpieza de la superficie de trabajo con una solucion del

alcohol al 70% para evitar claves olfatorias (Griffin, 2009).

5.3 Prueba Oasis Maze:

Corresponde a una version seca del Morris Water Maze (equivalente en sus propiedades de
detectar memoria dependiente de hipocampo) (Clark et al 2005, Martinez et al 2016). El
aparato consiste en una arena circular de 1.4 metros de diametro de color negro. La superficie
de arena posee 21 pocillos distribuidos equidistantemente, de unos 2.5 cms. de diametro y
1.3 cms. de profundidad en los que se depositdé una gota de agua la cual actué6 como

recompensa y que debid ser encontrada por los sujetos.
La prueba constd de las siguientes etapas:

1) Pre-entrenamiento: Donde los animales fueron privados de agua durante 23h.
Posteriormente la recompensa (gota de agua) se coloc6 en el 100% de los pocillos
luego en el 50% y finalmente 25 % de los pocillos durante 3 dias consecutivos.
Posterior a cada sesion la rata tuvo acceso a agua durante 1 h y fue privada
nuevamente durante 23 horas de agua.

2) Entrenamiento o Tarea de Adquisicion: Esta etapa consistié en 15 ensayos de un
minuto cada uno en que solo un pocillo fue recompensado. Para esto la rata se
encontrd al interior de un cilindro oscuro, luego el animal fue liberado y el ensayo
terminaba cuando el animal encontrase la recompensa o hasta que un minuto de
tiempo hubiese transcurrido. Luego de un intervalo de 25 a 30 segundo el animal fue
puesto nuevamente en el cilindro y gentilmente movido a una nueva posicion en el

Oasis Maze y liberado para un segundo ensayo. La posicion del pocillo recompensado
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fue siempre la misma y el punto de salida del animal fue diferente ensayo a ensayo
de manera de prevenir conductas estereotipadas y el aprendizaje procedimental.

3) Tarea de Retencion: Después de un maximo de 24 horas luego de efectuado el
entrenamiento se sometié a los animales a esta fase de prueba, donde el individuo
debio realizar nuevamente la tarea del Oasis Maze como se describi6 anteriormente
con el mismo pocillo recompensado del dia anterior y se evalué un aumento en el

rendimiento del animal como prueba de memoria espacial.

Entre cada animal se realiz6 una limpieza de la superficie de trabajo con una solucién del

alcohol al 70% para evitar claves olfatorias (Griffin, 2009).

Todos los recorridos realizados por el animal tanto para la etapa de entrenamiento como para
la de retencion fueron grabados con una camara en posicion cenital y los videos fueron
procesados offline mediante una rutina de Matlab que reconstruy6 la posicion del animal en

cada ensayo Y se estimaron los siguientes parametros de aprendizaje espacial:

a) Latencia: Que se define como el tiempo en segundos transcurrido entre el comienzo
del ensayo o trial y el fin de éste o hasta que el individuo encuentra el pocillo que
contiene la recompensa.

b) Razdn de Distancia: Definida como la razon entre el recorrido dptimo estimado desde
el punto de partida y hacia la recompensa, versus el recorrido observado por el
individuo.

c) Tasa de Exito: Definida como la cantidad de veces que el individuo logra encontrar
el pocillo que contiene la recompensa dentro de un total de 15 ensayos y empleando
para ello menos de un minuto.

d) Numero de Errores: Definido como el nimero de veces que el individuo visita un
pocillo no recompensado en cada ensayo para cada sesion.

6. Analisis Estadistico:

Para el anlisis estadistico de las pruebas de Ansiedad y Reconocimiento de Objetos se utilizo
la prueba Shapiro Wilk para evaluar normalizacion de datos, seguida de una prueba ANOVA
de Rangos (Kruskal-Wallis) a fin de identificar si los valores obtenidos en los diferentes
grupos fueron similares. Posterior a ello se aplico un post hoc con el test de Benjamini-

Hochberg y Yekutieli.
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En el test Oasis Maze se aplico un modelo de Regresion Lineal Simple para evaluar la
progresion de las diferentes variables en los distintos grupos de estudio. También, como
analisis complementario se aplicé un analisis de ANOVA de una via en conjunto con

ANOVA de dos vias. En relacion con esto ultimo se aplicé un post hoc con el test de Holm-

Sidak.
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RESULTADOS

A continuacion, se exponen los resultados de las diferentes pruebas aplicadas, que
pretendieron evaluar el rendimiento en ansiedad, actividad locomotora y memoria en los
diferentes grupos estudiados posterior a la aplicacion de los tratamientos y, de este modo,

evaluar su efectividad.
Para ello se sigue el orden cronoldgico de aplicacion de estas pruebas:

a) Prueba de Ansiedad (Prueba de Campo Abierto).
b) Memoria de Reconocimiento de Objetos (Test de Reconocimiento de Objetos).

c) Memoria Espacial (Prueba Oasis Maze).
TEST DE ANSIEDAD (PRUEBA DE CAMPO ABIERTO)

Se analizé el efecto que la AP y ambos tratamientos con MSCs generaron en los individuos
afectados por AP en los pardmetros de ansiedad y actividad locomotora. También se comparo

este rendimiento con el grupo Control y con el grupo asfictico que no fue tratado.

En la Figura 3 se muestra un mapa de calor que representa el recorrido desplegado por un
individuo de las distintas condiciones en 5 minutos de registro, donde se aprecia que la asfixia
induce una condicién de tigmotactismo (tendencia natural del animal a permanecer en la
periferia de la arena, en su busqueda de proteccion ante un entorno expuesto), efecto que es
prevenido por la administracion de secretomas derivados de MSC precondicionadas con

DFX o TNFa+INFy, evidencidndose un mayor tiempo en el centro de la arena.
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Figura 3: Mapa de calor del test de Ansiedad que muestra los recorridos de individuos de las diferentes condiciones. La
barra lateral indica los tiempos que el animal emplea en permanecer en diferentes lugares de la arena. (Farfan et al., 2020)

Al analizar la variable Tiempo en el Centro (Figura 4) es posible apreciar que el grupo
Asfixia Vehiculo present6 una disminucion en el Tiempo en el Centro de la arena respecto
al grupo Control, evidenciando con ello una condicion de ansiedad. Este efecto fue prevenido
con la administracion de secretomas TNFo + IFNy, no asi con la administracion de

secretomas DFX respecto al grupo Asfixia o Control Vehiculo.

27



Ansiedad a P30

16- =
%% L
=)
Lo ]
7
E 101
t
15 ]
L= ]
]
=
@
2 5
E
2
=
ﬂ' T
Control Asfixia Asfixia Asfixia
Vehiculo Vehiculo DFX TNFa+INFy
MSC-5 MSC-S

Figura 4: Tiempo de Permanencia en el Centro de la arena como indicador de ansiedad para sujetos controles
y asficticos con administracion intranasal de secretomas derivados de MSC precondicionadas (DFX o
TNFa+INFy) o vehiculo 2h a 7 dias postnatal y evaluados a P30. El comportamiento ansioso fue prevenido
por el secretoma TNFa. A nivel estadistico se determiné la normalidad de los datos a través de la prueba
Shapiro Wilk, seguido por la prueba ANOVA de Rango (Kruskal-Wallis) (*p<0,005) y la prueba Benjamini,
Hochberg y Yekutieli como post hoc (** p <0,005; CVv/sAV, *p <0,05; AV v/ s Asfixia-TNF + IFNy)

(n=7 individuos por grupo).

Al realizar el analisis de la variable Tiempo en la Periferia (Figura 5) no se encontraron

diferencias significativas entre los grupos controles o asficticos tratados con vehiculo o

secretomas.
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Figura 5: Tiempo de permanencia en la periferia para sujetos controles y asficticos con administracion
intranasal de secretomas derivados de MSC precondicionadas (DFX o TNFa+INFy) o vehiculo 2h a 7 dias
postnatal y evaluados a P30. A nivel estadistico se determin6 la normalidad de los datos a través de la prueba
Shapiro Wilk, seguido por una prueba ANOVA de Rango (Kruskal-Wallis) (p=0,145) y finalmente un post hoc

a través de la prueba Benjamini, Hochberg y Yekutieli. (n=7-9 individuos por grupo).

Similares resultados se obtuvieron al analizar la variable Tiempo Quieto (Figura 6) donde
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos controles o

asficticos tratados con vehiculo o secretomas.
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Figura 6: Tiempo Quieto (segundos) para sujetos controles y asficticos con administracion intranasal de
secretomas derivados de MSC precondicionadas (DFX o TNFa+INFy) o vehiculo 2h a 7 dias postnatal y
evaluados a P30. A nivel estadistico se determiné la normalidad de los datos a través de la prueba Shapiro
Wilk. Posteriormente se aplicé una prueba ANOVA de Rango (Kruskal-Wallis) (p=0,3711) y finalmente un post

hoc a través de la prueba Benjamini, Hochberg y Yekutieli (n=7-9 individuos por grupo).

Al analizar la Velocidad de Desplazamiento entre los grupos (Figura 7), como indicador
de actividad locomotora, se observé una disminucion de la velocidad de desplazamiento del
grupo Asfixia Vehiculo en comparacién con el grupo Control. Asimismo, el tratamiento con
secretomas pretratados con DFX o TNFa+INFy. previno la disminucion de la velocidad de

desplazamiento a nivel del grupo control.
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Figura 7: Velocidad de Desplazamiento (centimetros/segundo) para sujetos controles y asficticos con
administracion intranasal de secretomas derivados de MSC precondicionadas (DFX o TNFa.+INFy) o vehiculo
2h a 7 dias postnatal y evaluados a P30. A nivel estadistico se determin6 la normalidad de los datos a través
de la prueba Shapiro Wilk seguido de una prueba ANOVA de Rango (Kruskal-Wallis) (*p<0,005) y finalmente
un post hoc a través de la prueba Benjamini, Hochberg y Yekutieli (**p<0,005; CV v/s AV; **p<0,005 AV v/

s Asfixia DFX; *p<0,05 AV v / s Asfixia-TNF + IFNy) (n=7-9 individuos por grupo).

Al analizar la actividad locomotora en cuanto a la Distancia Recorrida (Figura 8) se
observo una disminucion de la distancia recorrida del grupo Asfixia Vehiculo en

comparacion con el grupo Control. Asimismo, el tratamiento con secretomas pretratados con

DFX o TNFa+INFy. previno la disminucion de la distancia recorrida.
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Figura 8: Distancia Recorrida (centimetros) para sujetos controles y asficticos con administracion intranasal
de secretomas derivados de MSC precondicionadas (DFX o TNFa+INFy) o vehiculo 2h a 7 dias postnatal y
evaluados a P30. A nivel estadistico se determin6 la normalidad de los datos a través de la prueba Shapiro
Wilk seguido de una prueba ANOVA de Rango (Kruskal-Wallis) (p= 0,05) y finalmente un post hoc a través de
la prueba Benjamini, Hochberg y Yekutieli (n =7-9 individuos por grupo).

MEMORIA DE RECONOCIMIENTO DE OBJETOS (TEST DE RECONOCIMIENTO
DE OBJETOS):

Con el fin de evaluar Memoria No Espacial se aplicé la Prueba de Reconocimiento de Objetos
que consiste en la exploracion de 2 objetos idénticos durante 5 minutos por el animal. 24
horas después el animal se re-expone a los objetos, pero en esta ocasion uno se mantiene
igual que en la condicion original y el otro se cambia. La conducta del animal fue
videograbada. Se analiz6 el Indice de Reconocimiento (IR), definido como el tiempo
dedicado por la rata a explorar el nuevo objeto dividido por el tiempo total dedicado a

explorar el objeto antiguo y el nuevo (Figura 9 y 10). También se analiz6 el NUmero de
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Aproximaciones al Objeto Nuevo, que se define como el nimero de aproximaciones del

individuo al objeto nuevo dentro de la arena durante cinco minutos de registro (Figura 12).

A

Figura 9: Recorrido representativo desplegado por un individuo de los grupos control y experimentales en el
test de Reconocimiento de Objetos en un registro de 5 minutos indicando el indice de Reconocimiento (IR). El
objeto nuevo se muestra encerrado en un circulo rojo mientras que el objeto antiguo se encuentra encerrado
en un circulo azul en las condiciones (A) Control Vehiculo (B) Asfixia Vehiculo (C) Asfixia tratado con
secretomas derivados de MSC precondicionadas con DFX (D) Asfixia tratado con secretomas derivados de
MSC precondicionadas con TNFo+INFy.

En la Figura 10 se observa que el grupo Asfixia Vehiculo present6 una disminucion en su
Indice de Reconocimiento durante la prueba respecto al grupo Control, evidenciando con ello
una merma en la Memoria de Reconocimiento. Este efecto fue prevenido con la
administracion de secretomas derivados de MSC precondicionadas con DFX o TNFa+INFy,
sin embargo, no se detectaron diferencias en el Numero de Aproximaciones al Objeto Nuevo
(ver Figura 11).
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Figura 10: Cuantificacion del indice de Reconocimiento para sujetos controles y asficticos con administracion
intranasal de secretomas derivados de MSC precondicionadas (DFX o TNFa+INFy) o vehiculo 2h y 7 dias
postnatal y evaluados a P30. Los valores del indice de Reconocimiento iguales o inferiores a 0,5 (linea
punteada) indican un déficit de Memoria de Reconocimiento. Se observa una disminucion del indice de
reconocimiento producto de la asfixia (asfixia vehiculo) que se recupera a valores normales con el tratamiento
con ambos secretomas. Se determiné la normalidad de los datos a través de la prueba Shapiro Wilk seguido de
una prueba ANOVA de Rango (Kruskal Wallis) (* p <0,05), para finalmente aplicar un post hoc a través de la
prueba de Benjamini, Hochberg y Yekutieli (** p <0,005, CV v/s AV, * p <0.05; AV v / s Asfixia-DFX-MSC-
S; * p <0,05, AV v/ s Asfixia-TNF + IFN y)(N = 7-9 individuos por grupo).

34



Memoria de Reconocimiento a P30
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Figura 11: Cuantificacion del Nimero de Aproximaciones al Objeto Nuevo para sujetos controles y asficticos
con administracion intranasal de secretomas derivados de MSC precondicionadas (DFX o TNFa+INFy) o
vehiculo 2h a 7 dias postnatal y evaluados a P30. A nivel estadistico se determin6 la normalidad de los datos
a través de la prueba Shapiro Wilk, seguido de una prueba ANOVA de Rango (Kruskal-Wallis) (p=0,5255) y
finalmente un post hoc a través de la prueba Benjamini, Krieger y Yekutieli (n=7-9 individuos por grupo).
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MEMORIA ESPACIAL (TEST OASIS MAZE):

Se analizaron los efectos que los tratamientos generaron en individuos afectados por AP en
los pardmetros de Memoria Espacial y que fueron tratados con ambos tratamientos. También
se compar0 este rendimiento con el grupo Control y con el grupo asfictico que no fue tratado.
Se realiz6 ademés para ello un analisis intragrupal, para evaluar la progresion de las
diferentes variables a lo largo de los ensayos en cada grupo y también un analisis intergrupal
para evaluar qué tratamiento tuvo el mejor efecto. Este mecanismo de analisis se utilizo tanto

para las fases de Adquisicion como de Retencion.

En la Figura 12 se ilustran recorridos representativos de ratas en las diferentes condiciones

experimentales:

CONDICION Ensayo 1 Ensayo 7 Ensayo 15

A. Control Vehiculo a S ——] ot

>

B. Asfixia Vehiculo a0 + o e ‘

C. Asfixia tratado con 1 Pe— e
secretomas derivados | { p -
de MSCs e . - i »
precondicionadas con ' { { ..
DFX S m % @35 o

D. Asfixia tratado con I R 1 0
secretomas derivados 0 o 1 _ ‘
de MSCs 2838 0 - 1
precondicionadas con 0]t G o eSS | :
TNF-a + IFN-y T ; (I T

Figura 12: Recorrido representativo desplegado por un individuo de los grupos control y experimentales en el
test Oasis Maze en los ensayos 1, 7y 15. El pocillo recompensado se encuentra marcado en rojo y el recorrido
que despliega el individuo se encuentra marcado en azul en las condiciones (A) Control Vehiculo (B) Asfixia
Vehiculo (C) Asfixia tratado con secretomas derivados de MSC precondicionadas con DFX (D) Asfixia tratado con

secretomas derivados de MSC precondicionadas con TNFo.+INFy.

A continuacion, se presentan los resultados correspondientes en las etapas de Aprendizaje y

Memoria para las variables analizadas. Para el analisis estadistico de cada una de las
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variables, en ambas fases, se aplicd un modelo de Regresién Lineal Simple (r) a fin de
determinar si existia correlacion positiva o negativa y una relacion directa o inversa entre el
numero de ensayos (15 para cada sesion) y las variables Latencia, Razon de Distancia, Tasa
de Exito y Numero de Errores a nivel intragrupal y posteriormente se compar6 el rendimiento
intergrupal para cada una de las variables estudiadas para determinar qué grupo tuvo el mejor
rendimiento en dichas variables en cada fase. Se optd por no aplicar un andlisis por animal
individual en las distintas variables a fin de apreciar el rendimiento de cada grupo por

completo y asi tener una mayor muestra que permita establecer conclusiones contundentes.

a) Ease de Aprendizaje:

En esta etapa se evaluo el recorrido que el animal realizé en un minuto en busqueda del
pocillo recompensado con una gota de agua y 24 horas posterior a la fase de Pre-

Entrenamiento, con un total de 15 ensayos.
En las siguientes figuras se presenta el andlisis intragrupal en la Fase de Aprendizaje.

En la Figura 14 se presenta el analisis de la Latencia evaluada en las 15 sesiones para el grupo
Control Vehiculo (Figura 5A), Asfixia Vehiculo (Figura 5B), Asfixia tratado con secretomas
derivados de MSC precondicionadas con DFX (Figura 5C) y Asfixia tratado con secretomas

derivados de MSC precondicionadas con TNFo+INFy (Figura 5D).

Se observa que todos los grupos muestran un r superior a cero. Se aprecia que hay una
correlacion negativa entre las variables, existiendo una relacion inversa entre niveles de
latencia y numero de ensayos para los grupos Control Vehiculo y Asfixia Vehiculo. Los
grupos asficticos tratados con secretomas exhiben una relacion directa entre las variables,
pero no significativa. Se aprecia que la Latencia disminuye con la progresion de los ensayos
en el grupo Control Vehiculo existiendo mejoria en el aprendizaje del mismo, siendo la Gnica

relacion significativa encontrada, no existiendo aprendizaje en los otros grupos.
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Figura 13: Cuantificacién de la Latencia en segundos en la fase de aprendizaje del test Oasis Maze en todos
los grupos estudiados. Se realiz6 un andlisis de Regresion Lineal Simple para cada uno de los grupos controles
y experimentales (N=7-9 individuos por grupo). Andlisis de Latencia para los grupos (A) Control Vehiculo (B)
Asfixia Vehiculo(C) Asfixia tratado con la administraciéon intranasal de secretomas derivados de MSC
precondicionadas con DFX (D) Asfixia tratado con la administracion intranasal de secretomas derivados de

MSC precondicionadas con TNFo+INFy

Al analizar los resultados obtenidos para cada grupo de individuos en la variable Razén de
Distancia (Figura 14) se observo un r superior a cero. Se aprecia que hay una correlacion
negativa entre las variables para todos los grupos, existiendo una relacion inversa entre
niveles de Razdn de Distancia y nimero de ensayos, siendo esta relacion estadisticamente
significativa para los grupos Control Vehiculo, Asfixia Vehiculo y Asfixia TNF. Se evidencia

mejoria en el aprendizaje en dichos grupos.
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Figura 14: Cuantificacion de la Razdn de Distancia en la fase de aprendizaje del test Oasis Maze en todos los
grupos estudiados. Se realiz6é un analisis de Regresion Lineal Simple para cada uno de los grupos controles y

experimentales (N=7-9 individuos por grupo). Andlisis de Razon de Distancia para los grupos (A) Control
Vehiculo (B) Asfixia Vehiculo (C) Asfixia tratado con la administracién intranasal de secretomas derivados de
MSC precondicionadas con DFX (D) Asfixia tratado con la administracién intranasal de secretomas derivados

de MSC precondicionadas con TNFo+INFy

Similares resultados se observaron en la variable Tasa de Exito (Figura 15) observandose
un r superior a cero. Existe una correlacion positiva entre las variables, lo que significa una
relacion directa entre Tasa de Exito y nimero de ensayos exclusivamente en el grupo Control,
con un aumento en la Tasa de Exito en dicho grupo, pero sin ser significativa. Por su parte la
correlacion fue negativa en el resto de los grupos estudiados, siendo estadisticamente
significativa para los grupos asficticos tratados con DFX y TNFa+INFy. Todo aquello indica

gue no hubo mejoria en el aprendizaje en ninguno de los grupos estudiados.
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Figura 15: Cuantificacion de la Tasa de Exito en la fase de aprendizaje del test Oasis Maze en todos los grupos estudiados.

Se realizd un andlisis de Regresion Lineal Simple para cada uno de los grupos controles y experimentales (N=7-9 individuos
por grupo). Analisis de Tasa de Exito para los grupos (A) Control Vehiculo (B) Asfixia Vehiculo (C) Asfixia tratado con la
administracion intranasal de secretomas derivados de MSC precondicionadas con DFX (D) Asfixia tratado con la

administracion intranasal de secretomas derivados de MSC precondicionadas con TNFo.+INFy.

Al analizar la variable NUmero de Errores (Figura 16) se encontr6 un r superior a cero en

todos los grupos experimentales. Existié una correlacion negativa entre las variables en todos

ellos, mostrandose una relacién inversa entre el Nimero de Errores y nimero de ensayos. y

siendo estadisticamente significativa para todos los grupos estudiados, existiendo mejoria en

el aprendizaje en todos ellos.
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Figura 16: Cuantificacion del Nimero de Errores en la fase de aprendizaje del test Oasis Maze en todos los grupos
estudiados. Se realizd un andlisis de Regresion Lineal Simple para cada uno de los grupos controles y experimentales
(N=7-9 individuos por grupo). Analisis de Nimero de Errores para los grupos (A) Control Vehiculo (B) Asfixia Vehiculo
(C) Asfixia tratado con la administracién intranasal de secretomas derivados de MSC precondicionadas con
DFX (D) Asfixia tratado con la administracidn intranasal de secretomas derivados de MSC precondicionadas
con TNFa+INFy.

Para visualizar y comparar el rendimiento intergrupal en la fase de Aprendizaje y, de este
modo, determinar qué grupo tuvo el mejor rendimiento en cada variable estudiada, se realiz6
un célculo de la pendiente de aprendizaje en cada individuo de cada grupo. Luego, estos

valores fueron agrupados por tratamiento, promediados y posteriormente graficados.

En la Figura 17, en todas las variables, se aprecian promedios de pendientes negativas para
todos los grupos, a excepcion de los grupos Asfixia DFX y Asfixia TNF en Latenciay en el
grupo Control Vehiculo en Tasa de Exito. Se observa ademas que no hay diferencias
significativas entre las pendientes de aprendizaje de los grupos estudiados en ninguna de las

variables estudiadas en la fase de Aprendizaje del test.
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Figura 17: Promedio del valor de las pendientes de aprendizaje de las distintas variables estudiadas en los grupos

experimentales y controles en la fase de aprendizaje del test Oasis Maze en todos los grupos estudiados. Se realiz6 un

analisis ANOVA de Rango (Kruskal Wallis) (*p<0,05) (N=7-9 individuos por grupo). Andlisis intergrupal en Pendiente de

Aprendizaje para las variables (A) Latencia (B) Razon de Distancia (C) Tasa de Exito (D) Nimero de Errores.

A modo de analisis complementario para estimar su habia diferencias entre los grupos se

realiz6 un ANOVA de una via, seguido de un ANOVA de dos vias, en donde se encontraron

hallazgos muy similares a los obtenidos y mostrados anteriormente (Ver seccién de Anexos,

Figura 1 a 4 para ANOVA de una via, Figura 9 a 12 para ANOVA de dos vias).
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Fase de Memoria:

En esta fase se evalu el recorrido que el animal realizé en un minuto en basqueda del pocillo
recompensado y 24 horas posterior a la fase de Aprendizaje. Se trata de estimar si el animal
recordaba o no la ubicacion del pocillo que contenia la recompensa (gota de agua) con un

total de 15 ensayos.
En las siguientes figuras se presenta el andlisis intragrupal en la Fase de Memoria.

En la Figura 18 se presenta el analisis de la Latencia evaluada en las 15 sesiones para el
grupo Control Vehiculo (Figura 18A), Asfixia Vehiculo (Figura 18B), Asfixia tratado con
secretomas derivados de MSC precondicionadas con DFX (Figura 18C) y Asfixia tratado

con secretomas derivados de MSC precondicionadas con TNFo+INFy (Figura 19D).

Se observa para todos los grupos un r superior a cero. Se muestra ademas una correlacion
negativa entre las variables para todos los grupos, existiendo una relacién inversa entre la
Latencia y nimero de ensayos. Esta correlacion es estadisticamente significativa solo para el
grupo Asfixia Vehiculo exhibiendo mejoria en memoria, no asi para el resto de los grupos
estudiados. Este resultado se muestra inconsistente con lo mostrado en la fase de aprendizaje,

donde el grupo asfictico sin tratamiento no tuvo un buen desempefio.
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Figura 18: Cuantificacion de la Latencia en segundos en la fase de memoria del test Oasis Maze en todos los
grupos estudiados. Se realiz6 un analisis de Regresién Lineal Simple para cada uno de los grupos controles y
experimentales (N=7-9 individuos por grupo). Andlisis de Latencia para los grupos (A) Control Vehiculo (B)
Asfixia Vehiculo (C) Asfixia tratado con la administracién intranasal de secretomas derivados de MSC
precondicionadas con DFX (D) Asfixia tratado con la administracion intranasal de secretomas derivados de

MSC precondicionadas con TNFo+INFy.

Resultados similares fueron los obtenidos para cada grupo de individuos en la variable Razén

de Distancia (Figura 19).

Al analizar esta variable se observd un r superior a cero para todos los grupos. Se muestra
una correlacién negativa entre las variables, existiendo una relacion inversa entre la Razon
de Distancia y numero de ensayos, siendo estadisticamente significativa solo para el grupo
asfictico tratado con TNFa+INFy. Se aprecia mejoria en la memoria unicamente en dicho

grupo estudiado.
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Figura 19: Cuantificacion de la Razén de Distancia en la fase de memoria del test Oasis Maze en todos los
grupos estudiados. Se realizé un andlisis de Regresion Lineal Simple para cada uno de los grupos controles y

experimentales (N=7-9 individuos por grupo). Andlisis de Raz6n de Distancia para los grupos (A) Control
Vehiculo (B) Asfixia Vehiculo (C) Asfixia tratado con la administracion intranasal de secretomas derivados de
MSC precondicionadas con DFX (D) Asfixia tratado con la administracién intranasal de secretomas derivados

de MSC precondicionadas con TNFa+INFy.

Al analizar la variable Tasa de Exito (Figura 20) se observé un r superior a cero en todos
los grupos. Se evidencia que hay una correlacion positiva entre las variables para los grupos
Control Vehiculo y Asfixia Vehiculo, existiendo una relacion directa entre la Tasa de Exito
y el nimero de ensayos siendo estadisticamente significativa para los grupos mencionados y
donde si se muestra mejoria en memoria. No ocurre aquello en los grupos asficticos tratados
con secretomas dado que muestran una correlacidn negativa entre las variables y una relacion

inversa entre las mismas.
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Figura 20: Cuantificacion de la Tasa de Exito en la fase de memoria del test Oasis Maze en todos los grupos estudiados.

Se realiz6 un andlisis de Regresion Lineal Simple para cada uno de los grupos controles y experimentales (N=7-9 individuos

por grupo). Andlisis de Tasa de Exito para los grupos (A) Control Vehiculo (B) Asfixia Vehiculo (C)Asfixia tratado

con la administracion intranasal de secretomas derivados de MSC precondicionadas con DFX (D) Asfixia

tratado con la administracién intranasal de secretomas derivados de MSC precondicionadas con TNFa+INFy.

Al cuantificar la variable NUmero de Errores (Figura 21) se encontr6 que todos los grupos

mostraron un r superior a cero. Se evidencia una correlacion negativa entre las variables,

existiendo una relacion inversa entre el NUmero de Errores y nimero de ensayos, siendo

estadisticamente significativa para todos los grupos y mostrando mejoria en los niveles de

memoria en todos ellos.
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Figura 21: Cuantificacion del Numero de Errores en la fase de memoria del test Oasis Maze en todos los grupos estudiados.
Se realiz6 un andlisis de Regresion Lineal Simple para cada uno de los grupos controles y experimentales (N=7-9 individuos
por grupo). Analisis de NGmero de Errores para los grupos (A) Control Vehiculo (B) Asfixia Vehiculo (C) Asfixia
tratado con la administracién intranasal de secretomas derivados de MSC precondicionadas con DFX (D)
Asfixia tratado con la administracion intranasal de secretomas derivados de MSC precondicionadas con

TNFa+INFy.

Para visualizar y comparar el rendimiento intergrupal en la fase de Memoria del test y, de
este modo determinar qué grupo tuvo el mejor rendimiento en cada variable estudiada, se
realiz6 un célculo de la pendiente de memoria en cada individuo de cada grupo. Luego, estos

valores fueron agrupados por tratamiento, promediados y posteriormente graficados.

En la Figura 22 se aprecia, en todas las variables, la existencia de pendientes negativas para
todos los grupos, a excepcion de Control Vehiculo y Asfixia Vehiculo en Tasa de Exito. Se
observa ademas que no hay diferencias significativas entre las pendientes de memoria de los

grupos estudiados en ninguna de las variables estudiadas en la fase de Memoria del test.
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Figura 22: Promedio del valor de las pendientes de memoria de las variables estudiadas en los grupos experimentales y
controles en la fase de aprendizaje del test Oasis Maze. Se realiz6 un andlisis ANOVA de Rango (Kruskal Wallis) (*p<0,05)
(N=7-9 individuos por grupo). Analisis integrupal en Pendiente de Memoria para las variables (A) Latencia (B) Razén

de Distancia (C) Tasa de Exito (D) Namero de Errores.

A modo de andlisis complementario para estimar su habia diferencias entre los grupos se
realiz6 un ANOVA de una via, seguido de un ANOVA de dos vias, en donde se encontraron
hallazgos muy similares a los obtenidos y mostrados anteriormente. Se aprecia ademas que
el modelo de Regresion Lineal Simple es el mas adecuado para el analisis de esta prueba
considerando que los modelos de ANOVA de una y dos vias no arrojan diferencias claras y
tampoco en las graficas asociadas. (Ver seccion Anexos, Figura 5 a 8 para ANOVA de

una via, Figura 13 a 16 para ANOVA de dos vias).

Se elabordé ademas una serie de tablas sintéticas con las que se pretende dar cuenta de los

resultados obtenidos para cada condicion en los valores r y p en cada variable estudiada. Los
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datos obtenidos se desprenden de los analisis basados en el modelo de Regresion Lineal

Simple aplicado.

En las Tablas 2 y 3 se especifican los valores de r y p para todas las condiciones en la Fase
de Aprendizaje y Memoria, respectivamente, dentro del analisis intragrupal. También se

especifica el tipo de pendiente para Aprendizaje y Memoria junto con sefialar si hay o no

mejoria en ambas conductas.

VARIABLE CONDICION VALOR p VALOR r Tipo de Mejora
Pendiente Aprendizaje
de
Aprendizaje

Latencia Control Vehiculo 0,008 0,655 Negativa Si
Asfixia Vehiculo 0,959 0,0144 Negativa No

Asfixia DFX 0,319 0,276 Positiva No

Asfixia TNF 0,199 0,352 Positiva No

Razon de Control Vehiculo 0,036 0,544 Negativa Si
Distancia Asfixia Vehiculo 0,046 0,522 Negativa Si
Asfixia DFX 0,435 0,218 Negativa No

Asfixia TNF 0,050 0,513 Negativa Si

NUmero de | Control Vehiculo 0,001 0,758 Negativa Si
Errores Asfixia Vehiculo <0,001 0,810 Negativa Si
Asfixia DFX <0.001 0,780 Negativa Si
Asfixia TNF 0,036 0,543 Negativa Si

Tabla 2: Tabulacion intragrupal de los valores de r y p para todas las condiciones y todas las variables estudiadas en la
Fase de Aprendizaje. En amarillo se destacan los grupos que mostraron un p<0,05 y que muestran o no mejoria en el
aprendizaje.
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Tabla 3: Tabulacion intragrupal de los valores de r y p para todas las condiciones y todas las variables estudiadas en la

Fase de Memoria. En amarillo se destacan los grupos que mostraron un p<0,05 y que muestran o no mejoria en memoria.

En relacion a estos resultados podemos apreciar que son inconsistentes y controversiales en

lo referente a memoria espacial, aspectos que se discutiran en las siguientes lineas.

50



DISCUSION

En la presente investigacion se propuso indagar en el desempefio conductual de individuos
controles y asficticos, estos ultimos tratados con secretomas derivados de MSC
precondicionadas con DFX o TNFa+INFy y del mismo modo establecer cuél de los dos
tratamientos generd un mejor efecto. Dado que se deseaba evaluar especificamente el efecto
de la administracion de los tratamientos en un episodio de AP y no si existia 0 no un efecto
deletéreo de los mismos se prescindié del uso de un grupo Control con tratamientos
aplicados. Se observd que ambos secretomas mostraron una efectividad similar para

disminuir los déficits inducidos por la AP.

Los efectos de la administracion de secretomas han estado bien documentados en estudios
anteriores. Los secretomas derivados de MSC precondicionadas con agentes
proinflamatorios o miméticos de hipoxia han demostrado una actividad antioxidante y
antiinflamatoria mejorada, lo que se caracteriza por un aumento de citoguinas
antiinflamatorias IL-10 y TGF-1 en comparacion con lo mostrado con el tratamiento con
secretoma derivados de MSC no precondicionadas (Quintanilla et al., 2019). También se ha
descrito que los secretomas derivados de MSC precondicionadas mejoran la produccion y
secrecion de varios factores que participan en la homeostasis del glutamato (especificamente
IL-10 y TGF-B1) (Quintanilla et al, 2019), principal neurotransmisor del sistema nervioso
central y responsable del aprendizaje. Con todos aquellos beneficios descritos en la literatura
es posible determinar que los cambios moleculares producto de la accion de los secretomas
precondicionados en el sistema nervioso provocan claros cambios conductuales en los

individuos, previniendo con ello los déficits inducidos por la asfixia.

Para analizar los efectos de la asfixia perinatal y su tratamiento con secretomas derivados de
MSC precondicionadas con DFX y TNFa+INFy. en la respuesta cognitiva de las ratas se
aplicaron diferentes pruebas conductuales. Estudios recientes efectuados en laboratorio con
el modelo de AP nos indican que la estimulacion con ejercicio fisico, por ejemplo, provoco
mejorias cognitivas, especificamente en la memoria de reconocimiento y que obedecen a
plasticidad sinaptica del hipocampo (Silva, 2017), lo cual respalda el hecho de que ciertas
estimulaciones cerebrales, sean estas farmacoldgicas o no, producen efectos positivos en el

sistema nervioso central. Se observé en este estudio que la AP indujo una disminucion en los
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niveles de memoria de reconocimiento de objetos, efecto prevenido por el tratamiento con
ambos tipos de secretomas (constituido, conforme a lo anteriormente sefialado, como una
alternativa de estimulacion de tipo farmacoldgica). Al analizar el efecto de la AP en la
memoria espacial dependiente de hipocampo mediante la prueba Oasis Maze se encontrd que
el tratamiento no gener6 mejoria significativa en los niveles de memoria. Al analizar en
efecto de la AP y su tratamiento con secretomas en Ansiedad mediante la prueba de Campo
Abierto se encontro que la AP indujo una disminucién en el tiempo expendido de la rata en
el centro de la arena (indicador de la ansiedad). Este efecto fue prevenido en las ratas con
administracion intranasal de secretomas derivados de MSC precondicionadas con
TNFa+INFy, no asi con el tratamiento con secretomas DFX. Ambos tratamientos también
previnieron la disminucion de la velocidad de desplazamiento y de la actividad locomotora
inducida por la AP. La existencia de un circuito conformado por el hipocampo ventral, la
corteza prefrontal y la amigdala, muy comprometido en la ansiedad y con abundancia de
conexiones dopaminérgicas (Morales et al., 2011) podria ser impactado positivamente con el
tratamiento con secretomas precondicionados. Del mismo modo, en los aspectos vinculados
a la actividad locomotora, el impacto de los tratamientos en las neuronas mesencefélicas
dopaminérgicas también parece ser positivo. Puntualmente en el cuerpo estriado, estructura
muy sensible a la hipoxia (Morales et al., 2011), los tratamientos pudieron haber generado
efectos favorables en lo concerniente al aprendizaje motor. Los efectos antinflamatorios y
antioxidantes de largo plazo inducidos por las MSC han sido bien documentados en modelos
animales adultos de accidente cerebrovascular, isquemia y lesion cerebral traumatica (Tang
et al. 2015) con lo que se aprecia que en los episodios de AP los secretomas también pueden
producir efectos favorables tanto en la disminucion de los niveles de ansiedad de los
individuos y un aumento en la memoria de reconocimiento. Con ello, los secretomas pueden
constituirse como una alternativa interesante de tratamiento en la mejora del rendimiento
cognitivo en sujetos que han sido afectados por un episodio de AP, sustentdndose en su

amplia accién molecular para generar considerables cambios conductuales.

Se ha descrito que la AP induce en ratas un incremento en los niveles de estrés, ansiedad e
hiperactividad (Hershkowitz et al., 1983). Considerando lo anterior es que se opto por aplicar
los tratamientos indicados, generando en los individuos asficticos una disminucion de los

niveles de ansiedad, evidenciado por el tiempo de las ratas en el centro de la arena,
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especificamente en los individuos en los que se aplico la dosis de secretoma TNFa+INFy.
Sin embargo, en otras variables analizadas como Actividad Locomotora, Velocidad de
Desplazamiento y Distancia Recorrida, ambos tratamientos mostraron ser efectivos en
revertir los efectos de la AP. Se ha descrito que la administracion intracerebral de secretomas
en la sustancia nigra y el cuerpo estriado de ratas tratadas con 6-hidroxidopamina (un modelo
de rata afectada por enfermedad de Parkinson) (Teixeira et al, 2017) gener6 un aumento en
el nimero de neuronas y terminales dopaminérgicas en el cerebro. Se ha visto, ademas, en
base a lo anterior, que el aumento de la liberacion de dopamina contribuye a modular la
ansiedad (Pérez de La Mora, 2003). También se ha descrito que la administracion de
secretomas derivados de células madre disminuye los niveles de ansiedad causados por la
neofobia que los animales experimentan ante un entorno novedoso en la prueba de Campo
Abierto (Teixeira et al, 2017). Existen estudios donde se demostré que el aumento de la
excitabilidad neuronal a nivel de la amigdala lateral condujo a un miedo generalizado en ratas
(Ghosh y Chattarji, 2015).

En modelos animales se ha evidenciado que la AP induce un rendimiento deficiente en la
tarea de reconocimiento de objetos, lo que sugiere un déficit en memoria no espacial (Simola
et al, 2008). Se ha demostrado también que, en un modelo de rata con enfermedad de
Alzheimer la administracion de secretomas mejoré la memoria, reduciendo la formacién de
placas amiloides y la gliosis, aumentando la densidad neuronal en la corteza cerebral y el
hipocampo (Santamaria et al., 2020). En el presente estudio el cuadro asfictico también
generd una disminucion en los niveles de memoria no espacial y la administracion de
secretomas en los individuos estudiados genera un incremento de la misma, obteniéndose en
ambos tipos de secretomas niveles similares de mejoria, con un mejor rendimiento para
indice de Reconocimiento en el tratamiento con DFX y un mejor rendimiento en el Nimero
de Aproximaciones al Objeto Nuevo en el tratamiento con TNFa+INFy. Asi es como el
tratamiento con secretomas promueve un aumento en los niveles de memoria no espacial o
de reconocimiento. Se puede apreciar que el tratamiento con secretomas contribuye a mejorar
los niveles de Memoria de Reconocimiento en los sujetos asficticos y ambos tipos de

secretomas provocan efectos similares en ella.
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Al analizar los resultados de la prueba Oasis Maze, se encontrd que éstos fueron
inconsistentes y controversiales. El analisis intragrupal empleado indica que los resultados
en la variable Latencia (determinante en parametros de aprendizaje y memoria) no fueron
consistentes, considerando que el grupo asfictico sin tratamiento exhibe mejores niveles de
latencia que el grupo control. La Latencia no fue afectada por la asfixia ni tampoco es
mejorada por los tratamientos. Tampoco se reportaron resultados positivos en la variable
Tasa de Exito, donde la existencia de pendientes negativas indicé una relacion inversa entre
las variables, debiendo existir una relacion directa entre Tasa de Exito y NGmero de Ensayos.
Con ello se aprecia ademas que la Tasa de Exito es una variable que tampoco se ve afectada
por la asfixia y tampoco fue mejorada por los tratamientos. No se evidenciaron diferencias
estadisticamente significativas al comparar el rendimiento de los grupos asficticos tratados
con secretomas y con vehiculo. Ademas, los tratamientos no generaron efectos en memoria
espacial. Estudios recientes, muestran que la AP también induce un rendimiento deficiente
en memoria espacial (Blanco et al., 2015) aspecto que fue evaluado con el test del Laberinto
Acuético de Morris, una prueba destinada a evaluar el rendimiento de los sujetos en memoria
espacial y utilizando una piscina circular llena de agua en la que se ubica una plataforma que
debe ser localizada por el individuo (Morris, 1984). Existe la posibilidad de que la memoria
espacial no se vea afectada por el cuadro asfictico y también que, durante el desarrollo de la
prueba Oasis Maze, aplicada en este estudio para evaluar este tipo de memoria, existiesen
algunas dificultades técnicas que no pudiesen haber sido controladas del todo como, por
ejemplo, escaso movimiento de los sujetos al intentar encontrar el pocillo recompensado,

entre otros elementos relevantes que pudiesen haber incidido.

Los efectos conductuales provocados por la administracion de los tratamientos se traducen
en un fendmeno preventivo de los dafios estructurales y funcionales provocados por el
episodio de AP. Es necesario considerar en base a aquello que los individuos estudiados se
encontraban en una etapa del ciclo vital entre P30 y P60, lo que corresponde a ratas jovenes.
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En consecuencia, el fendmeno observado entonces se ajusta a los principios de la plasticidad
neuronal y cerebral, cuya accion se aprecia de modo méas amplio y méas efectivo en la
juventud de los individuos. Existe un principio llamado “Principio de Kennard” que nos
indica que las lesiones cerebrales a temprana edad provocan un menor nivel de alteracion
debido a la presencia de una mayor cantidad de recuperacion (Dennis, 2010; Finger y Wolf,
1988). Por lo tanto, la efectividad de los tratamientos aplicados se potencia ain mas
considerando la etapa del ciclo vital de los individuos en la que éstos fueron aplicados. Con

ello el conceptode prevencidn adquiere una especial relevancia.

La administracion de estos tratamientos provoca cambios en el cerebro, en especial en zonas
sensibles a la hipoxia como el hipocampo. Tal como fue sefialado, las células de la zona CAl
son las mas sensibles dentro del hipocampo en conjunto con las células de Purkinje. La zona
CA1 se ubica continua al subiculum y se ha observado que la hipoxia genera cambios agudosy
cronicos en la excitabilidad de la red neuronal de la misma (Crain et al., 1988; Petito et al.,
1987 y Jensen et al., 1998). Por lo tanto, la administracion de los tratamientos provocaria
efectos positivos en dichas estructuras, 1o que se traduce en una mejoria en los parametros

conductuales estudiados.

Uno de los principales elementos en el ultimo tiempo ha sido conocer y profundizar en los
mecanismos de pasaje de farmacos desde la cavidad nasal hacia el sistema nervioso central,
siendo aquello fundamental para poder avanzar en el estudio de tratamientos intranasales
desarrollados para diversas patologias neurolégicas. Para este estudio se estudiaron los
efectos que provocaron los tratamientos administrados por via intranasal, lo que implica la
participacion del epitelio olfatorio. Aquel se constituye como un haz de sustancia blanca que
se conecta directamente a cortezas primarias, sin conectar previamente con el talamo
(Tayebati et al., 2013). Ademas, la irrigacién de la zona es muy amplia (Ferreira et al., 2019),
con lo cual el ingreso de los farmacos al cerebro es mucho maés eficiente y otorga un mayor
margen de accion para generar sus efectos. De todos modos, se han reportado otras vias de
pasaje de farmacos, aunque mucho menor, tales como la vasculatura, el liquido
céfalorraquideo y el sistema linfatico que actian amplificando el transporte de las sustancias.
En este sentido es posible que la combinacién de todas estas vias ayude a generar el pasaje

total, pero definitivamente la predominancia de una u otra dependeria de las caracteristicas
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fisicoquimicas del farmaco, la formulacién del medicamento y del tipo de dispositivo de
entrega utilizado (Dhuria et al., 2010). Con ello se reafirma que la administracion intranasal
de los tratamientos estudiados en esta investigacion se constituye como un mecanismo

efectivo.

Se ha descrito que el precondicionamiento in vitro de las MSC con las citoguinas
proinflamatorias TNF-a + IFN-y mejora en gran medida la secrecion de una amplia gama de
factores terapéuticos (Ezquer-Quintanilla et al. 2017). Aquello nos indica que los efectos de
la administracion de secretomas derivados de células madre precondicionadas pueden ser
mayores en contraposicion con aquellos efectos que pudiesen provocar los secretomas
derivados de células madre no preconcidionadas al estar los primeros mayormente
potenciados. Estudios recientes demostraron que las MSC derivadas de tejido adiposo
humano (hAD-MSC), condicionadas previamente con citoquinas proinflamatorias,
mejoraron su potencial antiinflamatorio, pro-regenerativo y antioxidante, lo que lo convierte
en una herramienta atractiva para una terapia eficaz de recursos humanos neonatales. Los
resultados obtenidos en las pruebas conductuales aplicadas demuestran que los secretomas
precondicionados, al mejorar la capacidad antiinflamatoria del tejido cerebral y los efectos
antioxidantes en las neuronas hipocampales (Farfan et al, 2020), actian también de forma
eficaz en areas del sistema nervioso central vinculadas a la ansiedad y la actividad
locomotora, produciendo también mejoria en aquellos aspectos. Un episodio de AP induce
estrés oxidativo sostenido en las neuronas de los ganglios basales y del hipocampo y algunos
mecanismos de reparacion de tipo enddgeno como la neurogénesis, la sinaptogénesis y las
vias antiapoptéticas han sido sugeridos para revertir aquello, pero no siempre son suficientes
(Farfan et al., 2020). Adicionalmente aquello se advierte incluso en otras patologias
neurodegenerativas, como la enfermedad de Alzheimer, donde la regeneracion funcional no
alcanza a cubrir los requerimientos necesarios para el restablecimiento estructural posterior
al dafio neurodegenerativo (Mata et al., 2018). Tal como se sefiald entonces se requiere un
soporte adicional para apoyar a los mecanismos de reparacion de tipo enddgeno lo que
respalda la utilizacion de los secretomas como alternativa de tratamiento y, en este caso,

como mecanismos que previenen los déficits cognitivos secundarios a un episodio de AP.
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De esta manera la hipotesis de esta investigacion se comprueba parcialmente dado que no
todos los déficits cognitivos planteados en este estudio e inducidos por la AP son prevenidos
por la administracion de secretomas derivados de células madre precondicionadas. ES
importante recalcar que los hallazgos de este estudio indican que el tratamiento con
secretomas precondicionados provoca efectos especificos sélo en determinadas conductas,
con un efecto sostenido de los secretomas derivados de células madre mesenquimales
precondicionadas con DFX o TNFa+INFy en el desarrollo motor, la ansiedad y la memoria
de reconocimiento, no asi en la memoria espacial. Los efectos se traducen en la mejoria del
comportamiento de los individuos en lo referente a actividad locomotora, memoria de
reconocimiento y también en la disminucion de la ansiedad, sin generar efectos en la memoria
espacial de los individuos en el periodo del ciclo vital estudiado. El secretoma finalmente
provoco efectos muy similares si las células madre mesenquimales se encontraban
precondicionadas con DFX o TNFa+INFy, mejorando con ello el rendimiento de individuos
con AP en aspectos vinculados a la Memoria No Espacial y Actividad Locomotora. El
tratamiento con TNFa+INFy provocé un mayor efecto en lo referente a Ansiedad. Es asi
como se concluye que la administracion intranasal de dichos componentes se constituye
como una nueva estrategia terapéutica, dentro de los marcos de la medicina traslacional, para
prevenir los diferentes efectos provocados a corto y a largo plazo en un cuadro de Asfixia
Perinatal, contribuyendo con ello, en el futuro, a generar nuevas opciones de tratamiento en
cuadros asficticos en seres humanos, mejorando las capacidades cognitivas y también la

calidad de vida.
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ANEXOS
Anexo 1: Analisis ANOVA de una via (FASE DE APRENDIZAJE OASIS MAZE)
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Figura 1: Cuantificacion de la Latencia en la fase de aprendizaje del test Oasis Maze para cada uno de los grupos controles
y experimentales (N=7-9 individuos por grupo). Analisis de Latencia para los grupos Control Vehiculo, Asfixia Vehiculo,
Asfixia tratado con la administracién intranasal de secretomas derivados de MSC precondicionadas con DFX
y Asfixia tratado con la administracién intranasal de secretomas derivados de MSC precondicionadas con
TNFa+INFy . A nivel estadistico se determind la normalidad de los datos a través de la prueba Shapiro Wilk,
seguido de una prueba ANOVA de una via (p<0,001) para luego aplicar un post hoc a través de la prueba
Holm-Sidak (*p<0,05 CV v/s AV;*p<0,05 AV v/s A DFX; *p<0,05 CV v/s A TNF)
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Figura 2: Cuantificacion de la Razén de Distancia en la fase de aprendizaje del test Oasis Maze para cada uno de los
grupos controles y experimentales (N=7-9 individuos por grupo). Analisis de Razén de Distancia para los grupos Control
Vehiculo, Asfixia Vehiculo, Asfixia tratado con la administracion intranasal de secretomas derivados de MSC
precondicionadas con DFX y Asfixia tratado con la administracion intranasal de secretomas derivados de MSC
precondicionadas con TNFa+INFy. A nivel estadistico se determin6 la normalidad de los datos a través de la
prueba Shapiro Wilk, seguido de una prueba ANOVA de una via (p=0,223)
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Figura 3: Cuantificacion de la Tasa de Exito en la fase de aprendizaje del test Oasis Maze para cada uno de los grupos
controles y experimentales (N=7-9 individuos por grupo). Anlisis de Tasa de Exito para los grupos Control Vehiculo,
Asfixia Vehiculo, Asfixia tratado con la administracion intranasal de secretomas derivados de MSC
precondicionadas con DFX y Asfixia tratado con la administracion intranasal de secretomas derivados de MSC
precondicionadas con TNFa+INFy. A nivel estadistico se determin6 la normalidad de los datos a traves de la
prueba Shapiro Wilk, seguido de una prueba ANOVA de una via (p<0,001) para luego aplicar un post hoc a
través de la prueba Holm-Sidak (*p<0,05 CV v/s ATNF;*p<0,05 AV v/s CV)
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Figura 4: Cuantificacion del Numero de Errores en la fase de aprendizaje del test Oasis Maze para cada uno de los grupos
controles y experimentales (N=7-9 individuos por grupo). Andlisis de NUmero de Errores para los grupos Control Vehiculo,
Asfixia Vehiculo, Asfixia tratado con la administracion intranasal de secretomas derivados de MSC
precondicionadas con DFX y Asfixia tratado con la administracion intranasal de secretomas derivados de MSC
precondicionadas con TNFa+INFy. A nivel estadistico se determin6 la normalidad de los datos a través de la
prueba Shapiro Wilk, seguido de una prueba ANOVA de una via (p<0,001) para luego aplicar un post hoc a
través de la prueba Holm-Sidak (*p<0,05 CV v/s ATNF;*p<0,05 AV v/s A TNF; *p<0,05 CV v/s ADFX)
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Anexo 2: Analisis ANOVA de una via (FASE DE MEMORIA OASIS MAZE):
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Figura 5: Cuantificacion de la Latencia en la fase de memoria del test Oasis Maze para cada uno de los grupos controles
y experimentales (N=7-9 individuos por grupo). Analisis de Latencia para los grupos Control Vehiculo, Asfixia Vehiculo,
Asfixia tratado con la administracion intranasal de secretomas derivados de MSC precondicionadas con DFX
y Asfixia tratado con la administracién intranasal de secretomas derivados de MSC precondicionadas con
TNFa+INFy. A nivel estadistico se determind la normalidad de los datos a través de la prueba Shapiro Wilk,
seguido de una prueba ANOVA de una via (p<0,001) para luego aplicar un post hoc a traves de la prueba

Holm-Sidak (*p<0,05 AV v/s ADFX;*p<0,05 CV v/s AV; *p<0,05 AV v/s ATNF)
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Figura 6: Cuantificacion de la Razon de Distancia en la fase de memoria del test Oasis Maze para cada uno de los grupos
controles y experimentales (N=7-9 individuos por grupo). Andlisis de Latencia para los grupos Control Vehiculo, Asfixia
Vehiculo, Asfixia tratado con la administracién intranasal de secretomas derivados de MSC precondicionadas
con DFX y Asfixia tratado con la administracion intranasal de secretomas derivados de MSC precondicionadas
con TNFa+INFy. A nivel estadistico se determiné la normalidad de los datos a través de la prueba Shapiro Wilk,
seguido de una prueba ANOVA de una via (p<0,001) para luego aplicar un post hoc a través de la prueba
Holm-Sidak (*p<0,05 AV v/s ATNF;*p<0,05 ADFX v/s A TNF; *p<0,05 CV v/s ATNF)
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Figura 7: Cuantificacion de la Tasa de Exito en la fase de memoria del test Oasis Maze para cada uno de los grupos
controles y experimentales (N=7-9 individuos por grupo). Andlisis de Tasa de Exito para los grupos Control Vehiculo,
Asfixia Vehiculo, Asfixia tratado con la administracion intranasal de secretomas derivados de MSC
precondicionadas con DFX y Asfixia tratado con la administracion intranasal de secretomas derivados de MSC
precondicionadas con TNFa+INFy. A nivel estadistico se determin6 la normalidad de los datos a través de la
prueba Shapiro Wilk, seguido de una prueba ANOVA de una via (p=0,036).
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Figura 8: Cuantificacion del Numero de Errores en la fase de memoria del test Oasis Maze para cada uno de los grupos
controles y experimentales (N=7-9 individuos por grupo). Andlisis de Nimero de Errores para los grupos Control Vehiculo,
Asfixia Vehiculo, Asfixia tratado con la administracion intranasal de secretomas derivados de MSC
precondicionadas con DFX y Asfixia tratado con la administracion intranasal de secretomas derivados de MSC
precondicionadas con TNFa+INFy. A nivel estadistico se determiné la normalidad de los datos a través de la
prueba Shapiro Wilk, seguido de una prueba ANOVA de una via (p=0,001) para luego aplicar un post hoc a
través de la prueba Holm-Sidak (*p<0,05 AV v/s A TNF)
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Anexo 3: Analisis ANOVA de dos vias (FASE DE APRENDIZAJE OASIS MAZE):

60 1

50 A

40 A

30 A

Latencia (Segundos)

20 -

10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
t1 t2 t3 t4 t5 t6 t7 t8 t9 t10tll t12 t13 tl4 tl15
Ensayos

Figura 9: Cuantificacion de la Latencia en la fase de aprendizaje del test Oasis Maze en todos los grupos estudiados. Se
realiz6 un andlisis de Regresion Lineal Simple para cada uno de los grupos controles y experimentales (N=7-9 individuos
por grupo). Analisis de Tasa de Exito para los grupos Control Vehiculo (verde) Asfixia Vehiculo (rojo) Asfixia tratado
con la administracién intranasal de secretomas derivados de MSC precondicionadas con DFX (azul) Asfixia
tratado con la administracion intranasal de secretomas derivados de MSC precondicionadas con TNFa+INFy
(amarillo) A nivel estadistico se determiné la normalidad de los datos a través de la prueba Shapiro Wilk,
seguido de una prueba ANOVA de doble via (p ensayos= 0,937; p tratamientos <0,001; p Ensayos por

Tratamiento=0,973).
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Figura 10: Cuantificacién de la Razdn de Distancia en la fase de aprendizaje del test Oasis Maze en todos los grupos
estudiados. Se realizé un andlisis de Regresion Lineal Simple para cada uno de los grupos controles y experimentales
(N=7-9 individuos por grupo). Analisis de Tasa de Exito para los grupos Control Vehiculo (verde) Asfixia Vehiculo (rojo)
Asfixia tratado con la administracion intranasal de secretomas derivados de MSC precondicionadas con DFX
(azul) Asfixia tratado con la administracion intranasal de secretomas derivados de MSC precondicionadas con
TNFa+INFy (amarillo) A nivel estadistico se determin6 la normalidad de los datos a través de la prueba Shapiro
Wilk, seguido de una prueba ANOVA de doble via (p ensayos<0,001; p tratamientos= 0,103; p Ensayos por
Tratamiento=0,978).
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Figura 11: Cuantificacion de la Tasa de Exito en la fase de aprendizaje del test Oasis Maze en todos los grupos estudiados.
Se realiz6 un andlisis de Regresion Lineal Simple para cada uno de los grupos controles y experimentales (N=7-9 individuos
por grupo). Analisis de Tasa de Exito para los grupos Control Vehiculo (verde) Asfixia Vehiculo (rojo) Asfixia tratado
con la administracién intranasal de secretomas derivados de MSC precondicionadas con DFX (azul) Asfixia
tratado con la administracion intranasal de secretomas derivados de MSC precondicionadas con TNFa+INFy
(amarillo) A nivel estadistico se determind la normalidad de los datos a través de la prueba Shapiro Wilk,
seguido de una prueba ANOVA de doble via (p ensayos=0,426; p tratamientos<0,001; p Ensayos por
Tratamiento=0,779).
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Figura 12: Cuantificacion del Nimero de Errores en la fase de aprendizaje del test Oasis Maze en todos los grupos
estudiados. Se realizé un andlisis de Regresion Lineal Simple para cada uno de los grupos controles y experimentales
(N=7-9 individuos por grupo). Analisis de Tasa de Exito para los grupos Control Vehiculo (verde) Asfixia Vehiculo (rojo)
Asfixia tratado con la administracion intranasal de secretomas derivados de MSC precondicionadas con DFX
(azul) Asfixia tratado con la administracion intranasal de secretomas derivados de MSC precondicionadas con
TNFa+INFy (amarillo) A nivel estadistico se determin6 la normalidad de los datos a través de la prueba Shapiro
Wilk, seguido de una prueba ANOVA de doble via (p ensayos<0,001; p tratamientos<0,001; p Ensayos por
Tratamiento=0,430).
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Anexo 4: Analisis ANOVA de dos vias (FASE DE MEMORIA OASIS MAZE):.

60 1

50 A

40 A

30 A

Latencia (Segundos)

20 -

10 A

O 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
t1 t2 t3 t4 t5 t6 t7 t8 t9 t10 t11l t12 t13 t14 t15
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Figura 13: Cuantificacion de la Latencia en la fase de memoria del test Oasis Maze en todos los grupos estudiados. Se
realiz6 un andlisis de Regresion Lineal Simple para cada uno de los grupos controles y experimentales (N=7-9 individuos
por grupo). Anélisis de Tasa de Exito para los grupos Control Vehiculo (verde) Asfixia Vehiculo (rojo) Asfixia tratado
con la administracién intranasal de secretomas derivados de MSC precondicionadas con DFX (azul) Asfixia
tratado con la administracion intranasal de secretomas derivados de MSC precondicionadas con TNFa+INFy
(amarillo) A nivel estadistico se determiné la normalidad de los datos a través de la prueba Shapiro Wilk,
seguido de una prueba ANOVA de doble via (p ensayos=0,130; p tratamientos<0,001; p Ensayos por Tratamiento=
0,743).
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Figura 14: Cuantificacion de la Razdén de Distancia en la fase de memoria del test Oasis Maze en todos los grupos
estudiados. Se realizé un andlisis de Regresion Lineal Simple para cada uno de los grupos controles y experimentales
(N=7-9 individuos por grupo). Analisis de Tasa de Exito para los grupos Control Vehiculo (verde) Asfixia Vehiculo (rojo)
Asfixia tratado con la administracién intranasal de secretomas derivados de MSC precondicionadas con DFX
(azul) Asfixia tratado con la administracion intranasal de secretomas derivados de MSC precondicionadas con
TNFa+INFy (amarillo) A nivel estadistico se determin6 la normalidad de los datos a través de la prueba Shapiro
Wilk, seguido de una prueba ANOVA de doble via (p ensayos=0,001; p tratamientos<0,001; p Ensayos por
Tratamiento= 0,999).
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Figura 15: Cuantificacion de la Tasa de Exito en la fase de memoria del test Oasis Maze en todos los grupos estudiados.

Se realiz6 un andlisis de Regresion Lineal Simple para cada uno de los grupos controles y experimentales (N=7-9 individuos
por grupo). Analisis de Tasa de Exito para los grupos Control Vehiculo (verde) Asfixia Vehiculo (rojo) Asfixia tratado
con la administracién intranasal de secretomas derivados de MSC precondicionadas con DFX (azul) Asfixia
tratado con la administracion intranasal de secretomas derivados de MSC precondicionadas con TNFa+INFy
(amarillo) A nivel estadistico se determiné la normalidad de los datos a través de la prueba Shapiro Wilk,
seguido de una prueba ANOVA de doble via (p ensayos=0,006; p tratamientos=0,016; p Ensayos por Tratamiento=
0,835).
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Figura 16: Cuantificacion del Numero de Errores en la fase de memoria del test Oasis Maze en todos los grupos estudiados.
Se realiz6 un andlisis de Regresion Lineal Simple para cada uno de los grupos controles y experimentales (N=7-9 individuos
por grupo). Analisis de Tasa de Exito para los grupos Control Vehiculo (verde) Asfixia Vehiculo (rojo) Asfixia tratado
con la administracién intranasal de secretomas derivados de MSC precondicionadas con DFX (azul) Asfixia
tratado con la administracion intranasal de secretomas derivados de MSC precondicionadas con TNFa+INFy
(amarillo) A nivel estadistico se determiné la normalidad de los datos a través de la prueba Shapiro Wilk,
seguido de una prueba ANOVA de doble via (p ensayos=0,002; p tratamientos<0,001; p Ensayos por Tratamiento=
0,609).
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