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RESUMEN

La isquemia es un estado que genera estrés celular originado por la disminucion
transitoria o permanente del flujo sanguineo y, en consecuencia, la disminucion del
aporte de oxigeno, de nutrientes y eliminacion de productos metabdlicos. Diversos
estudios han demostrado que la region compuesta por el giro dentado y la subregion
CAS3 es menos vulnerable al dafio isquémico que la subregion CAl de la formacion
hipocampal, una estructura cerebral involucrada en diversos procesos de memoria y
aprendizaje. Utilizando un modelo de oclusion de arteria carétida comun (10 minutos
de oclusién), se evaluaron los cambios estructurales, la expresion de marcadores de
oxidacion proteica, la expresion de los marcadores de respuesta a la hipoxia VEGF y
CD31, asi como la expresidon de Caspasa-3 en regiones especificas del hipocampo a
los dias 1, 2, 7 y 15 de post-reperfusion (PRF) en respuesta a la oclusién arterial
temporal. Se obtuvieron secciones coronales de tejido cerebral y por medio de
inmunofluorescencia se estudié la expresion de los marcadores mencionados. Al dia
7 PRF, la oclusion arterial evidencié alteraciones estructurales en el giro dentado y en
las subregiones CA3y CA1l. La oxidacion de proteinas se present6 desde el dia 1 PRF.
La expresion de VEGF y CD31 alcanz6 su maxima expresion al dia 15 PRF, mientras
gue para el caso de la Caspasa-3, ésta mostré una expresion transitoria que alcanzé
su maximo al dia 2 PRF. Los resultados de este trabajo confirman que existe una
vulnerabilidad selectiva de las diferentes regiones hipocampales al dafio generado por
isquemia y documentan por primera vez, que los marcadores de hipoxia y de dafio
isquémico se expresan de manera temporal y especifica para el giro dentado, y las

subregiones CA3 y CA1 del hipocampo.
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ABSTRACT

The cell damage that goes after an ischemic insult is a consequence of the transient
or permanent decrease in blood flow and reduction of the oxygen supply, nutrients and
elimination of metabolic products. It is already known that hippocampal formation,
exhibit differential vulnerability to ischemic damage. Whereas the dentate gyrus and
area CA3 are less vulnerable, area CA1 has a marked vulnerability to ischemic insult.
In this study, we evaluated structural changes, protein oxidation markers, expression
of VEGF and CD31 as well as the expression of Caspase-3 in specific regions of the
hippocampal formation after unilateral common carotid artery occlusion surgery. Brain
tissue was collected at 1, 2, 7 and 15 days after the occlusion and
immunohistochemistry analysis was performed on coronal sections of the
hippocampus. A series of structural changes were observed at day 7 PRF in the entire
hippocampal formation. The protein oxidation was present since day 1 PRF. VEGF and
CD31 exhibited a temporal pattern with a maximal expression at day 15 PRF. Lastly,
caspase-3 exhibited maximal expression during day 2 PRF in all regions, but
decreased to levels below baseline at day 7 PRF in area CA3. These results support
the idea that hippocampal formation exhibits selective vulnerability to ischemic insult,
and shows for the first time that the markers of hypoxia and ischemic damage display
a temporal and specific expression in the dentate gyrus and subregions CA3 and CA1l
of the hippocampus.

Vi



1. INTRODUCCION

1.1.La Enfermedad Vascular Cerebral

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la Enfermedad
Vascular Cerebral (EVC) es una patologia de elevada prevalencia, morbilidad y
mortalidad. Se caracteriza por el desarrollo rapido de signos y/o sintomas,
correspondientes usualmente a una afeccion neurolégica, focal o global, que persisten
por mas de 24 horas y que pueden conducir a la muerte, sin otra causa aparente que
un origen vascular (W.H.O., 2012).

La EVC aguda es un problema de salud publica tanto en paises industrializados
como en vias de desarrollo; representa la segunda causa de muerte a nivel mundial
en personas mayores de 60 afios y la quinta para personas de 15 a 59 afios. La EVC
junto con la EVC progresiva (demencia vascular y deterioro cognitivo vascular), son

las causas mas importantes de discapacidad en adultos.

Actualmente cada afo, 15 millones de personas sufren un accidente vascular
cerebral, de los cuales, aproximadamente 6 millones mueren y otros 5 millones quedan
con secuelas permanentes y se proyecta que para el afio 2030 la cifra de muerte se

elevara a 8 millones por afio (Donnan et al., 2008; Grysiewicz et al., 2008).

El término EVC se utiliza para abarcar un grupo heterogéneo de trastornos en
la irrigacion cerebral, de forma transitoria 0 permanente y se caracteriza por un
desarrollo rapido de sintomas y signos neurolégicos que traducen una disfuncion
cerebral, espinal o retiniana, debidos a una oclusién arterial (isquemia), venosa
(trombosis venosa) o ruptura arterial (hemorragia) (RENAMEVASC, 2014).

Por su naturaleza, se puede clasificar a la EVC en tres subtipos principales:
infarto cerebral, hemorragia intracerebral y hemorragia subaracnoidea. Los procesos
patolégicos que llevan al desarrollo de ésta involucran la ruptura de un vaso

sanguineo, la oclusion luminal de éste por un trombo o un émbolo o alteraciones en la



permeabilidad de la pared vascular, asi como alteraciones en la viscosidad sanguinea

o en el flujo sanguineo cerebral (Donnan et al., 2008; Raz et al., 2016).

1.2.Dafo cerebral isquémico

La isquemia cerebral es el resultado de la disminucién del flujo sanguineo
cerebral a un grado tal que resulta insuficiente para el mantenimiento de la
homeostasis. Cuando esta condicion se prolonga provoca alteraciones a nivel
metabdlico y bioquimico que conducen a la muerte celular, alterando el funcionamiento
del sistema nervioso central (SNC) (Harakuni y Bhardwaj, 2006; Hofmeijer y van
Putten, 2012).

El dafio cerebral isquémico es un término de diagndstico que comprende un
conjunto de lesiones fisiopatolégicas y moleculares inducidas por la hipoxia, la

isquemia, la citotoxicidad, o la combinaciones de estas condiciones.

La disminucién de la perfusion cerebral sucede cuando el flujo sanguineo se
encuentra parcial o completamente restringido; cuando la presién arterial es muy baja,
o cuando la circulacion cesa por completo. Estas condiciones privan al cerebro (unidad
neurovascular, que estd constituida de células endoteliales, astrocitos y neuronas)
(Attwell y Ladecola, 2002) de diversos nutrientes, oxigeno y glucosa y alteran el
proceso de intercambio de desechos metabdlicos por nutrientes, facilitando asi el
desarrollo de un estado isquémico. Este estado se caracteriza por la insuficiencia de
energia celular (ATP), despolarizacién celular, aumento en el calcio intracelular,
exceso de liberacibn de neurotransmisores (especialmente neurotransmisores
excitadores), produccion de radicales libres de oxigeno, peroxidacion de lipidos, y
alteraciones en la autorregulacion del flujo sanguineo cerebral en los niveles micro y

macroscopicos (Busl y Greer, 2010; Calvert y Zhang, 2005).

Los efectos de una oclusion arterial local en el tejido cerebral dependen de la
localizacion y tiempo de la oclusion, asi como la circulacion colateral y los canales

anastomoticos presentes en la zona afectada. Esto determina directamente la



extension de tejido lesionado y, por lo tanto, la gravedad del infarto y sus
manifestaciones clinicas (Donnan et al., 2008). La restriccién del flujo sanguineo en el
cerebro conlleva a la muerte neuronal o infarto. Sin embargo, no todas las areas del
cerebro son igualmente vulnerables a los efectos perjudiciales de la isquemia y sus
efectos tienden a ser mas pronunciados en el tronco cerebral superior, la materia
blanca y estructuras subcorticales suministradas por las ramas distales de los vasos
sanguineos, incluida la region CA1 del hipocampo y las capas neocorticales 3,5y 6
(Arbelaez et al., 1999; Busl y Greer, 2010; Chalela et al., 2001).

1.3.Modelos para el estudio de laisquemia cerebral

Diferentes modelos experimentales se han utilizado para el estudio del dafio
celular por isquemia. Existen mdultiples modelos in vitro, entre ellos, los cultivos
celulares y las rebanadas frescas de cerebro (Cho et al., 2007), que se basan en la
exposicion de los tejidos a periodos controlados de anoxia (ausencia de oxigeno) o
isquemia (ausencia de glucosa y oxigeno). Estos modelos han proporcionado
informacion relevante sobre las alteraciones celulares y los procesos fisiopatoldgicos

gue suceden durante la isquemia.

En cuanto a los modelos in vivo, los mas utilizados se basan en la generacion
de isquemia global o de isquemia focal empleando diferentes cepas de roedores. Estos
modelos consisten en la oclusion vascular para disminuir la irrigacion cerebral de
manera completa en el cerebro (isquemia global) o la oclusién especifica de un vaso
sanguineo para comprometer una zona determinada (tabla 1) (Nitsch et al., 1989;
Schmidt-Kastner y Freund, 1991).



Tabla 1. Modelos experimentales de isquemia cerebral. Se enuncia la mayoria de los modelos
experimentales en animales para el estudio de la EVC, asi como sus autores y el afio en que fueron
propuestos (Prieto-Arribas et al., 2008).

Modelos de isquemia global en animales Autor, afio
Oclusion de 2 vasos Levine, 1966
lUSiG 5 "
> Oclusion de 2 vasos Ekof, 1972
Interrupcion hipotensién/hipoxia
completa de la Oclusién de 4 Pusinelli, 1979
circulacion cerebral ciusion de & vasos Sugio, 1988
Interrupcion de la Estrangulacién cervical Rabat, 1938
circulacion cerebral Decapitacién Hinzen, 1972
. - . Shibata, 2004
Interrupcion Hipotension arterial Hai. 2002
incompleta de la
circulacion cerebral Hipertension intracraneal Siesjo, 1970
Modelos de isquemia cerebral focal en animales
Oclusién de la arteria Levine, 1966
., . . , carétida comuan Nelly, 2001
Oclusién de la arteria car6tida comun Encefalobatia anoxica
. P . Levine, 1960
isquémica

Hudgins, 1970
Hossman, 1980
Koizumi, 1986
Zea Longa, 1989
Belayev, 1966

Oclusioén transorbital

Oclusion intraluminal

Oclusién de la arteria cerebral media mediante un filamento .
Smith.Elsaesser,
1998
Oclusién intraluminal Overgaard, 1992
mediante embolia de coagulo Overgaard, 1994
de sangre Zhang, 1997
Oclusién fototrombdética Watson, 1985
Oclusién microvascular de la arteria Agregados plaquetarios Fieschi, 1975
cerebral media Inyeccion intracraneal de Sharkey, 1995
endotelinas Henshall, 1999
Infartos espontaneos en ratas espontaneamente hipertensas Yamori, 1976

1.3.1. Modelo de oclusién de la arteria carotida comun

El modelo de oclusién de la arteria carétida comun (CCAO) fue desarrollado y
propuesto por Levine en el afio de 1966, quien ocluyd la arteria carétida comun
izquierda o derecha a gerbos adultos. Las alteraciones cerebrales fueron evaluadas
en los siguientes 3-5 dias posteriores a la oclusion de la arteria mediante la tincion de

4



hematoxilina-eosina. Se detecto infarto masivo en el hemisferio ipsilateral y, de manera
especifica, infartos de gran tamafio en el cuerpo estriado, la corteza cerebral, el
hipocampo y el diencéfalo. También, se detectd necrosis selectiva en las neuronas
piramidales del hipocampo y dafio en la retina de los gerbos. No se encontraron
diferencias significativas dependientes del sexo (hembra o macho) o de la arteria que
se ocluyera (izquierda o derecha). Utilizando el mismo modelo, el dafio isquémico fue

replicado en ratas de la cepa Wistar y en hamsteres (Levine y Payan, 1966).

1.4.Mecanismos celulares y moleculares en respuesta a la hipoxia

La oxigenacién de cualquier tejido se basa en el equilibrio entre el aporte y el
consumo de oxigeno (Dewhirs, 2009; Rabbani et al., 2010). Cualquier disminucién en
su disponibilidad es detectada rapidamente, generando cambios que evitan dafios
hipoxicos potencialmente peligrosos. Existen diversos sistemas sensores de oxigeno,
que varia de un érgano a otro y de célula a otra de acuerdo con un umbral de activacion
(Acker et al., 2006). Se ha descrito un mecanismo béasico de deteccion de oxigeno
integrado por el factor de transcripcion inducible por hipoxia (HIF hypoxia inducible
factor), las enzimas prolilhidroxilasas (PHD), la proteina ligasa de ubiquitina von Hippel
Landau (pVHL) y el proteosoma 26S (Brine y Zhou, 2007).

Mecanisticamente, HIF promueve la regulacion de genes inducibles por hipoxia,
tales como los que controlan la eritropoyesis, glicolisis y factores proangiogénicos
(Brine y Zhou, 2007; Caramelo et al., 2006; Dewhirs, 2009; Reyes et al., 2012;
Yoshimura et al., 2013). Estudios recientes sugieren que durante la hipoxia se presenta
un aumento en la produccién de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS Reactive
Oxygen Species) que contribuye a la estabilizacion de HIF-1a (Briine y Zhou, 2007;
Irwin et al., 2009; Wang y Michaelis, 2010; Rabbani et al., 2010). HIF-1a promueve el
crecimiento y la angiogénesis por la sobreexpresién de factores como el VEGF
(Shapiro et al., 2008). En conjunto, las principales funciones de estas moléculas son
inducir la proliferacion para promover la supervivencia celular, mejorar la migracion y
la permeabilidad endotelial de las células (figura 1). De esta forma, HIF-1a y VEGF

contribuyen de manera sustancial a la angiogénesis (Zepeda et al., 2013).
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Fig. 1. Papel de pVHL en la expresién de VEGF y angiogénesis. A) en presencia de oxigeno
(normoxia), se hidroxilan residuos de prolina en el dominio de degradacién dependiente de oxigeno de
HIF. Esto permite que HIF-a interactie con pVHL, causando su degradacion a través de la
ubiquitinacion. B) en respuesta a un bajo nivel de oxigeno (hipoxia), pVHL es S-nitrosilado, impidiendo
que HIF-a interactue con pVHL. HIF-a estimula la expresion de VEGF, ambos a su vez estimulan la
angiogénesis (modificado de Rahimi, 2012).

1.5.ElI VEGF como marcador de respuesta a la hipoxia

El VEGF es un péptido angiogénico que se libera en respuesta a la hipoxia en
el desarrollo y mantenimiento del tejido neoplasico, asi como en el proceso normal de
cicatrizacion y sanacion de los tejidos. Actla sobre las células endoteliales para
promover la formacién de los vasos sanguineos (Neufeld et al., 1999; Petrova et al.,
1999). La accion angiogénica del VEGF implica un efecto antiapopt6tico que promueve
la supervivencia de las células endoteliales mediada a través del receptor VEGFR-2 y

de la via de sefializacion de fosfatidilinositol 3-cinasa (P13-K) y Akt (Gerber et al., 1998).

El crecimiento vascular también depende de la sefalizacion paracrina de otros
factores vasculares como el factor derivado de plaquetas (PDGF) y las angiopoyetinas
(Ang). Se ha descrito que estos factores estabilizan la vasculatura y protegen al
endotelio de diferentes estimulos de dafio, a través de las sefales de supervivencia.
Estudios recientes sugieren que las células endoteliales (en especifico, los pericitos
que cubren al endotelio) son susceptibles a la isquemia (Hall et al., 2014) y que las
células endoteliales son capaces de producir VEGF endbégeno (Lee et al., 2007). El

6



VEGF endogeno producido por las células endoteliales es secretado de manera
autocrina y paracrina y es un factor vascular muy importante para la homeostasis
vascular, en especial para la formacion y mantenimiento de los vasos sanguineos
(figura 2) (Helotera y Alitalo, 2007).

Mantenimiento del vaso sanguineo Formacion del vaso sanguineo
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Fig. 2. Efectos autécrinos y paracrinos del VEGF en capilares. A) En condiciones de estado
estacionario los pericitos producen angiopoyetina 1 y niveles bajos de VEGF. ElI VEGF producido es
secretado de manera autocrina y paracrina para promover estimulacion del VEGFR2 que promueve la
supervivencia celular. B) Diferentes vias son activadas durante la angiogénesis por factores
angiogénicos provenientes del endotelio y de otros tipos celulares, incluyendo las células del sistema
inmune (modificado de Helotera y Alitalo, 2007).
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Se conoce que el VEGF se expresa de manera ubicua en el cerebro (Marti, H.H.
y Risau,W., 1998; Monacci, W.T. et al., 1993) y que su expresion se induce durante la
hipoxia y la isquemia cerebral (Forsythe et al., 1996; Marti y Risau, 1998; Matrti et al.,
2000). En el cerebro, el VEGF tiene efectos neurotroficos directos ya que estimula el
crecimiento de los axones, aumenta la supervivencia de neuronas en los ganglios
cervicales y de la raiz dorsal en raton (Sondell et al., 1999), y promueve la

supervivencia de neuronas mesencefalicas de rata in vitro (Silverman et al., 1999).



1.5.1. Efectos protectores del VEGF en la isquemia cerebral

Las neuronas son susceptibles a la hipoxia y a la reduccion del flujo sanguineo
cerebral durante la isquemia (Lipton, 1999). Sin embargo, las respuestas adaptativas
endogenas a nivel celular, local y sistémicas pueden proteger al tejido cerebral de una
lesion hipdxico-isquémica. Durante la hipoxia, a nivel celular, se inducen algunos
factores neuroprotectores, como la eritropoyetina, el factor neurotréfico derivado del
cerebro (BDNF) (Noble et al., 2011) y el VEGF que generan la supervivencia de células
neuronales (Marti, 2004; Wang et al., 2005).

En la isquemia cerebral, el VEGF ejerce un efecto angiogénico mediante el
aumento de la densidad capilar y promueve la neuroproteccion y la neurogénesis (Sun
et al., 2003; Zhang et al., 2000). Otros estudios han demostrado que el VEGF reduce
el tamano del infarto, mejora los déficits neuroldgicos y previene el dafio neuronal
retardado (Sun et al., 2003; Wang et al., 2005).

1.6.La proteina PECAM-1 (CD31) como marcador de angiogénesis

La angiogénesis es una caracteristica esencial de una serie de procesos
fisiologicos importantes, por ejemplo, la cicatrizacion de heridas, la reparacion y
desarrollo de tejidos, entre otros (DeLisser et al., 1994). Este proceso también se ha
observado en condiciones patoldgicas como la diseminacion tumoral (Folkman, 1995).
Independientemente del proceso, la angiogénesis es un proceso de pasos multiples
en el cual las células endoteliales de los capilares rompen sus uniones normales
célula-célula, migran y proliferan en la matriz extracelular perivascular, donde reforman
las asociaciones célula-célula para la creacién de nuevos capilares (Folkman y Shing,
1992).

Durante el proceso de angiogénesis, las interacciones adhesivas entre células
endoteliales y de éstas con la matriz extracelular son muy importantes. Los receptores

de adhesion median tales interacciones (McCormick y Zetter, 1992; Polverini, 1996;



Bischoff, 1997). Las células endoteliales expresan algunas integrinas que son
moléculas de adhesion celular y se ha descrito que interactian con la matriz
extracelular, dentro de las cuales se encuentra la Molécula de Adhesion Celular
Endotelial Derivada de Plaguetas 1 (PECAM-1), también conocida como CD31.

PECAM-1 es una glicoproteina de membrana de 130 KD de la superfamilia de
las inmunoglobulinas (Muller et al., 1989; Albelda et al., 1990; Newman et al., 1990),
gue es capaz de mediar tanto la adhesion homofilica como la heterofilica (DeLisser et
al., 1994) y cuya expresion se ha caracterizado entre las uniones de las células
endoteliales, es decir, de manera intercelular (DeLisser et al., 1997). Los estudios de
Albelda y cols. (1990) sugirieron un papel potencial para PECAM-1 en la formacion de
nuevos vasos sanguineos. Por otra parte, en 1997, DeLisser y cols. estudiaron el
efecto de la inhibicion de la funcion de la molécula endotelial de adhesion célula-célula,
PECAM-1, en rata y en modelos murinos para angiogénesis. En este estudio, un
anticuerpo policlonal para PECAM-1 humano, que detecta también al PECAM-1 de
rata, bloqued in vitro la formacion de tubos por las células endoteliales capilares de
rata y la neovascularizacion in vivo en cérnea de rata inducida por citocinas. Tomando
en conjunto estos resultados, se cuenta con evidencia de que la PECAM-1 esta
implicada en la angiogénesis y se sugiere gue las interacciones de las moléculas
endoteliales de adhesion célula-célula son importantes en la formacion de nuevos

vasos sanguineos (DeLisser et al., 1997).

1.7.El pimonidazol como herramienta para localizar zonas hipéxicas en los

tejidos debido a la generacién de estrés oxidativo

En 1976 Varghese y cols., reportaron que los 2-nitroimidazoles (precursores del
pimonidazol) forman aductos en células hipdxicas tanto in vitro como in vivo (Varghese
et al., 1976). Posteriormente se encontro, que los aductos se forman con los grupos
tiol en las proteinas, péptidos y/o aminoacidos de manera que todos los a&tomos del
anillo y de la cadena lateral de los 2-nitro-imidazoles son retenidos (Chacon et al.,
1988; Raleigh et al. 1985, Raleigh y Koch, 1990; Varghese, 1983). Para que se lleve a



cabo la unién de los 2-nitro-imidazoles a los grupos tioles se necesitan condiciones de
hipoxia (presion parcial de oxigeno menor a 10 mm de Hg, pO2<10 mm Hg) y de
enzimas redox en las células hipoxicas; pero la union del hypoxyprobe (pimodidazol)
no depende de la presencia de cualquier enzima redox en particular, sino que se
necesita de concentraciones bajas de oxigeno. Ademas, grandes variaciones en los
niveles de NADH y NADPH no cambian la union dependiente de oxigeno (Arteel et al.,
1995; Arteel et al., 1998).

En 1981, Chapman demostré que la unién del 2-nitroimidazol dependiente de
oxigeno era similar a la resistencia a la radiacion y propuso la union del 2-nitroimidazol

como un marcador de hipoxia en tejido normal y maligno (Chapman et al., 1981).

En 1986, Raleigh y cols. a través de sus investigaciones de espectroscopia de
resonancia magnética (MRS) de hipoxia tumoral con el 2-nitroimidazol hexafluorinado,
CCI-103F, concluyeron que la evaluacion histoldgica de la hipoxia podria ser un
complemento Util para ensayos no invasivos (Jin et al., 1990; Raleigh et al., 1986;
Raleihg et al, 1991) y desarrollaron la técnica de marcadores de hipoxia
inmunoquimica, basada en el uso de anticuerpos monoclonales y policlonales contra

aductos de proteinas de los 2-nitroimidazoles.

En 1999, Raleigh y cols. reportaron que la inmunotincion con pimonidazol
estaba fuertemente relacionada con las mediciones de oxigeno utilizando electrodos
en tumores de ratdon, en el que el nivel de oxigenacion fue manipulado

intencionadamente (Raleigh et al., 1999).

Diversos estudios han utilizado el pimonidazol como método de deteccién de
hipoxia (Bussink et al., 2000; Ljungkvist et al., 2000; Pogue et al., 2001). Un amplio
namero de estudios preclinicos y clinicos han demostrado que los ensayos
inmunohistoquimicos con pimonidazol proporciona mediciones cuantitativas de la
hipoxia y dan una vision de las relaciones micro regionales entre la hipoxia y factores
tales como la necrosis, la proliferacion, la diferenciacion, la apoptosis y la expresion

génica de reguladores del oxigeno (Hypoxyprobe Store, 2006).
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El metabolismo del pimonidazol se resume en la figura 3 donde se muestra que
el Oz compite por la adicién del primer electron para el pimonidazol, que representa la
dependencia de la presion de oxigeno (pO2) para su activacion y su union. Con base
en experimentos de laboratorio, se estima que el 20% del pimonidazol activado se une
a los grupos tioles celulares y el 80% no se une, pero es fragmentado por hidrélisis
(Hypoxyprobe Store, 2006). El pimonidazol est sujeto al metabolismo oxidativo que
conduce a derivados de N-6xido, sulfato y glucuronato que son facilmente excretables.
Estas vias oxidativas no parecen interferir con la utilidad de pimonidazol como un

marcador de hipoxia.
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Fig. 3. Esquema de la activacion reductiva del pimonidazol in vivo en condiciones de hipoxia. En
condiciones de hipoxia, la primera etapa en el metabolismo del pimonidazol es la adicién de un electrén
del sistema de transporte electronico de la célula para formar un radical anion nitro. Este paso en el

proceso reductivo es totalmente inhibido a concentraciones de oxigeno =14 uM (modificado de Varia et
al., 1988).
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1.8.La caspasa 3 como indicador de dafio isquémico

La apoptosis o muerte celular programada es una forma de muerte celular
genéticamente definida y controlada, por la que las células inducen su propio fin en
respuesta a determinados estimulos. Ocurre de manera fisioloégica durante la
morfogénesis, la renovacion tisular y en la regulacion del sistema inmune, con el

objetivo de eliminar células no deseadas y preservar la homeostasis (Ellis et al., 1991).

En el mecanismo molecular que controla la apoptosis actian varios agentes, de
los cuales, uno de los mas importantes y mejor estudiados es el complejo de cisteinil
aspartato proteasas (caspasas). Algunas caspasas son iniciadoras y otras efectoras
del proceso catalitico, actuando sobre endonucleasas que son las responsables
directas de la fragmentacion del ADN. La cadena de degradacién proteica tiene cortes
sucesivos dependientes de la ubicacion del acido aspartico que se repite en la
estructura de la enzima. La activacion de las caspasas, que existen en calidad de pro-
caspasas inactivas, se produce por diversas vias en donde participan varios complejos
moleculares (Pérez-Machado y Lie-Concepcion, 2012). Existen dos principales vias de
apoptosis que se distinguen en funcién de la participacion o no de las caspasas, la
apoptosis dependiente de caspasas y la inducida por la GzmA (independiente de
caspasas) (Wuchter et al., 2002).

La apoptosis dependiente de caspasas es la via de muerte celular programada
clasica. Por lo general involucra la participacién en cascada de las caspasas 8, 9, 12,
7 y 3. También existe una variedad de receptores involucrados en este tipo de via,
como el receptor de TNF-q, el receptor de FasL, los TLR’s, entre otros (Hongmei,
2012).

En los mamiferos se han descrito dos rutas principales para la activacion de la
cascada de caspasas: la via de la muerte celular extrinseca (Schulze-Osthoff et al.,
1998), que requiere receptores de la superficie celular, y la via de muerte celular
intrinseca que se caracteriza por eventos mitocondriales de permeabilizacion de la
membrana externa (MOMP), en los cuales miembros de la familia de Bcl-2 juegan un

papel esencial (Green y Kroemer, 2004). La familia de Bcl-2 se divide en dos
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subgrupos: proapoptéticos (con proteinas tales como Bax, Bak) y antiapoptoticos
(incluyendo Bcl-2 y Bcl-XL, entre otros). Como consecuencia de los estimulos
apoptoticos, las proteinas proapoptéticas sufren cambios conformacionales (Er et al.,
2006) y constituyen oligdmeros, causando formacion de poros en la membrana externa
mitocondrial a través de MOMP (Kroemer et al., 2007). La actividad de las proteinas
proapoptoticas resulta en la liberacion del citocromo c al citosol, lo que induce la
formacion de APAF1 que contiene un complejo macromolecular, denominado
apoptosoma (actividad que puede ser contrarrestada por miembros antiapoptoticos de
la familia Bcl-2) (Labi et al., 2006). Una vez que el apoptosoma se forma, se recluta a
la procaspasa 9 a través de las interacciones con CARD, dichas interacciones implican
el N-terminal CARD de APAF1 (Hofmann y Bucher, 1997). Esto actiia como un motivo
de acoplamiento para la procaspasa 9 y para el complejo apoptosoma APAF1-caspasa
9. Posteriormente, se recluta de manera eficiente y directamente se corta a la
procaspasa-3 (Cain et al., 2000; D’Amelio et al., 2012).

Seflal de Lack of Neurotrophins Sefial de
muerte morphogens withdrawal muerte
by “

Receptor de

muerte Via intrinseca

mitocondria
Via extrinseca

\\_b-/ Via extrinseca

Citocromo ¢

Apafl ot
Apoptosoma

Procaspasa-3

Caspasa-3

Muerte celular programada

Fig. 4. Caspasa-3 y la apoptosis. Las vias de la muerte celular intrinseca y extrinseca convergen en
la activacion de la caspasa 3 (modificado de D’Amelio et al., 2012).
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Las vias de la muerte celular intrinseca y extrinseca convergen en la caspasa
3, que, junto con otras caspasas efectoras, dirigen el desmantelamiento de la
estructura celular a través de la ruptura de sustratos especificos (figura 4) (Taylor et
al., 2008).

En el dafio isquémico moderado se induce preferentemente la muerte celular
via apoptosis. Esto se debe a que la zona de penumbra isquémica sufre una lesion
mas leve y preserva ATP. En la isquemia, los desencadenantes de la apoptosis son
los radicales libres de oxigeno, la activacion del receptor de muerte, dafio al ADN, la
activacion de las proteasas y el desequilibrio iénico (Doyle et al., 2008, Kerr, 1965; Kerr
et al., 1972; Gonzalez et al., 2006).

1.9.El hipocampo

El hipocampo es una estructura subcortical cerebral implicada en procesos de
memoria y aprendizaje localizada dentro del sistema limbico que, junto con un grupo
mayor de arreglos conforman la formacion hipocampal. La formacion hipocampal
presenta una alta organizacion celular y regiones bien definidas (Ramén y Cajal, 1911;
Amaral y Lavenex, 2006). Esta estructura esta conformada por el giro dentado (GD) y
por el hipocampo propiamente dicho, el cual se encuentra subdividida en tres regiones
CA3, CA2 y CA1 (CA proviene de la nomenclatura Cornus Ammonis 6 Cuerno de
Amon y hace referencia a estructuras laminadas en forma semicircular) (Amaral y
Lavenex, 2006).

El hipocampo posee una poblacion heterogénea de neuronas con
caracteristicas morfolégicas y de conectividad Unica. El circuito hipocampal esta
formado por el GD que se caracteriza por tener una capa empaquetada de células
pequefias granulares envueltas alrededor del extremo del hipocampo, formando una
cufia puntiaguda en algunas secciones transversales, un semicirculo en otros. Seguido
de las regiones de CA. Todas las regiones CA presentan células piramidales

densamente empaquetadas. Posterior a CAl se encuentra el subiculo, presubiculum
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y parasubiculum, seguido por una region de proyecciones axonales a la corteza
(Amaral y Lavenex, 2006).

Todas las regiones CA del hipocampo estan constituidas por el estrato principal,
llamado stratum pyramidale o capa piramidal. Por debajo de esta capa, se encuentra
el stratum oriens, que contiene las dendritas basales de las células piramidales y
algunas interneuronas. En la regiéon CA3, existe un estrato justo encima del stratum
pyramidale, formado por los axones de las neuronas granulares llamados fibras
musgosas (FMs), y denominado stratum lucidum. El stratum radiatum esta localizado
por arriba de las FMs en la region CA3 y se encuentra encima de la capa piramidal de
CA2 y CAL. Por ultimo, la capa mas externa de CA3 es el stratum lacunosum-

moleculare (figura 5) (Johnston y Amaral, 2004; Andersen et al., 2006).
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Fig. 5. Microfotografia de un corte coronal de hipocampo de rata. Tinciéon de hematoxilina y eosina,
se representan las principales regiones y estratos del hipocampo. CA Cuerno de Amoén; SO stratum
oriens; SP stratum pyramidale; SL stratum lucidum; SR stratum radiatum; SLM stratum lacunosum-
moleculare; GD giro dentado; SM stratum moleculare; SG stratum granolosum; CP capa polimérfica
(hilus).
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Multiple evidencia experimental ha demostrado que el hipocampo participa en
la modulacién de distintos procesos de la memoria (adquisicion y consolidacion)
mediante la percepcion de estimulos ambientales de tipo sensorial (olores, objetos
visuales y sonido) y aquellos que representan un orden temporal, espacial o novedoso
(Kesner y Hopkins, 2006; O’Keefe y Nadel, 1978; Squire, 1994; Sutherland y Rudy,
1989). También se conoce que participa en la formulacion de una respuesta ante la
presencia de algun estimulo sensorial. Por ello, podemos sefialar que el hipocampo es
una estructura cerebral intimamente relacionada a la integracion del proceso del

aprendizaje y la memoria (Leuner y Gould, 2010).
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2. ANTECEDENTES

2.1.Dafo isquémico en el hipocampo

Diversos estudios han demostrado que los periodos interrumpidos de isquemia
cerebral generan muerte neuronal retardada, que se produce pocos dias después del
dafio y que depende de la gravedad de la isquemia (Kirino, 1982; Pulsinelli et al., 1982;
Zola-Morgan et al., 1986; Zola-Morgan et al., 1992). Este fendmeno se ha observado

en diversas areas cerebrales (Rod y Auer, 1992), incluido el hipocampo.

Estudios anatomicos e histologicos coinciden en que la region CA1l del
hipocampo (DeGirolami y Marcoux, 1984; Larsson et al. 2001) es la zona mas
vulnerable al dafio isquémico, tanto en humanos (Zola-Morgan et al. 1986), como en
modelos in vivo e in vitro en roedores (Aitken y Schiff 1986; Schmidt-Kastner y Freund
1991; Gee et al., 2006; Daisu et al., 2009).

Se ha demostrado que las neuronas piramidales de la region CAl del
hipocampo mueren dentro de los 3-7 dias después de la isquemia transitoria del
prosencéfalo, mientras que las neuronas de la region CA3 y las células granulares
dentadas permanecen intactas (Kirino, 1982; Pulsinelli et al., 1982).

Los estudios in vivo han permitido establecer que las diferentes poblaciones
neuronales del hipocampo presentan un grado de vulnerabilidad Gnico a la isquemia.
Por ejemplo, 5 minutos de isquemia global causa la muerte retardada de una
proporcién mayor de neuronas piramidales de la regién CAL, sin efectos sobre otras
poblaciones, mientras que 20 minutos de isquemia global causa la muerte celular de
neuronas CA3 (en adicion a las neuronas de CA1) sin generar un efecto visible sobre
las neuronas granulares del giro dentado (figura 6) (Kirino y Sano, 1984; Kirino et al.,
1985).
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Fig. 6. Dafio isquémico al hipocampo. Cortes coronales hipocampales obtenidos de cerebro de
gerbos de Mongolia con oclusion bilateral de las arterias car6tidas durante 0 (normal), 5, 10 y 20 minutos
a los 7 dias post-reperfusion. Las rebanadas se tifieron con violeta de cresilo. Las muestras se
procesaron por microscopia de campo claro para observar cambios en la densidad neuronal (Kirino y
Sano, 1984).

Por otro lado, en la preparacion in vitro de rebanadas de hipocampo sometidas
a isquemia, ocurre un patron electrofisiolégico de dafio y pérdida de la actividad
sinaptica similar a lo observado durante la hipoxia y/o aglicemia en los modelos in vivo
(Kreisman et al., 2000). La alteracion de la transmision sindptica irreversible después
de un periodo de hipoxia aguda es un indicador fisiolégico de dafio (Schiff y Somjen
1987; Schurr y Rigor., 1989). Estudios recientes de nuestro laboratorio, empleando un
modelo in vivo de isquemia focal transitoria, muestran cambios en la transmision
sinaptica y la excitabilidad neuronal en las diferentes regiones del hipocampo (Figura
7) (Tecuatl y Galvan, en proceso). Los resultados indican que a los 7 dias post-
reperfusion (PRF) de la oclusién de la arteria carétida comun (CCAO) por 10 minutos
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se modifica parcialmente las propiedades sinépticas entre las fibras musgosas (axones
de las neuronas granulares del giro dentado) y CA3 (neuronas piramidales), ya que se
observa un aumento en la excitabilidad neuronal en CA3; en tanto que las sinapsis de
la region CA1 (colaterales de Schaffer-CAl), la transmisidn sinaptica experimenta una
disminucién. Por ello, podemos concluir que el dafio isquémico producido por el
modelo de CCAO, reproduce la vulnerabilidad del hipocampo al dafio observado en

diversas condiciones neuropatologicas.
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Fig. 7. Efecto dela CCAO sobre latransmision sinaptica de las sinapsis FM-CA3y Sch-CAl. Curva
Entrada-Salida evocada en: A) Sinapsis FM-CA3 dénde no se observan cambios en la amplitud de los
fEPSP’s en animales con isquemia, en comparacion a la obtenida en animales control (circulos rojos).
B) CA3 que muestra un incremento en la amplitud de la espiga poblacional en animales con isquemia,
en comparacion a la obtenida en animales control (circulos negros). C) Sch-CA1 dénde se observa una
disminucién en la amplitud de fEPSP’s en animales con isquemia, en comparaciéon a la obtenida en
animales control (circulos rojos). D) CA1 que muestra una disminucién en la amplitud de la espiga
poblacional en animales con isquemia, en comparacion a la obtenida en animales control (circulos
negros) (Tecuatl y Galvan, en proceso).
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3. JUSTIFICACION

La isquemia causa un dafo diferencial al hipocampo, que esta caracterizado
por una alta vulnerabilidad de la region CA1 y mayor resiliencia de la region GD-CA3.
Se ha prestado muy poca atencién al mecanismo celular que subyace al dafio
isquémico de la region GD-CA3. Esta caracteristica convierte al hipocampo en un
modelo ideal para contrastar los mecanismos celulares y moleculares que subyacen a

la susceptibilidad diferencial neuronal.

Otros tantos estudios han caracterizado la morfologia de la muerte neuronal tras
la isquemia, sin embargo, existe informacion limitada acerca de la expresion de

factores de dafio isquémico, angiogénicos, de hipoxia, entre otros.

El estudio de los mecanismos subyacentes al dafio que genera la isquemia

permitira disefiar estrategias terapéuticas para tratar este padecimiento.
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4. HIPOTESIS

En un modelo experimental, el dafio generado por una isquemia focal transitoria
de corta duracion (<15 minutos), tendra consecuencias diferentes en las regiones de
CAl, CA3 y GD del hipocampo. Lo que se vera reflejado dias posteriores al dafio
isquémico (dias post-reperfusion) de la siguiente manera:

e Los cambios morfologicos tras el insulto isquémico se presentaran primero en
la regidn CAL y después en las regiones GD y CA3.

e La expresion de marcadores de hipoxia (oxidacion de proteinas, produccion de
VEGF y expresion de CD31) se presentara en etapas mas tempranas después

del insulto isquémico en la regiébn CA1 que en las regiones GD y CA3.

e La expresion del marcador de dafio, caspasa 3, se presentard primero en la

region CA1 que en el GD y CA3, después del insulto isquémico.
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5. OBJETIVOS

5.1.0bjetivo general

Determinar las diferencias en la expresién de marcadores de hipoxia y de dafio
isquémico en el hipocampo de rata en un modelo de isquemia focal transitoria de corta

duracion.

5.2. Objetivos especificos

En un modelo experimental de oclusion de la arteria carétida comun, utilizando un
curso temporal de 1, 2, 7 y 15* dias post-reperfusion y analizando las regiones GD,

CA3 y CALl del hipocampo de rata, caracterizar:

1. Los cambios estructurales generados por la CCAO,

2. El dafio oxidante a las proteinas tras la isquemia,

3. La expresion de los marcadores de respuesta a la hipoxia VEGF y CD31,

4. La expresion del marcador de dafio isquémico caspasa-3.

* Solo para el objetivo especifico nimero 3.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1.Animales

Se emplearon ratas macho de la cepa Wistar de 4 semanas de edad, con un
peso de 90-110 g. Se alojaron en condiciones controladas de temperatura (22-24°C),

con ciclo invertido luz/oscuridad (12:12 hrs.) con acceso ad libitum a alimento y agua.

6.2.Modelo de isquemia focal transitoria

Para realizar el modelo de isquemia focal transitoria, se anestesiaron a los
animales con pentobarbital sédico a una dosis de 55 mg/Kg de peso. Después se
realiz6 una tragueotomia y se expuso la arteria carotida izquierda comun, se separo el
nervio vago sin dafarlo. Posteriormente se ocluyo la arteria con una grapa durante 10
minutos. Cumplido el tiempo se retird el clamp para restituir el flujo sanguineo
(reperfusion). Se suturd la incision y se dejoé recuperar al animal de la operacion
durante 3 hrs. bajo una lampara calefactora, regresandolo después a condiciones
controladas previamente descritas (modificado de Levine, 1966). A este grupo se le
denomind grupo con CCAO (Occlusion of the Common Carotid Artery: oclusion de la

arteria carétida comun “izquierda”).

Para el grupo control se utilizaron ratas con operacion simulada. Para ello se
realizé el procedimiento anteriormente descrito, pero sin ocluir la arteria con la grapa.

A este grupo se le denomindé grupo Sham.

Los procedimientos experimentales en los animales se realizaron conforme a la
norma oficial mexicana NOM-062-Z00-1999, y fueron aprobados por nuestro Comité
de Etica Institucional (CICUAL, CINVESTAV IPN) bajo el nimero de protocolo 0108-
14.
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6.3.Marcaje de estrés oxidativo en tejido hipdxico

Para marcar las proteinas dafiadas por el estrés oxidativo en el hipocampo
(regiones GD, CA3y CAl), se utilizo el Hypoxyprobe TM-1 Plus Kit y fueron detectadas
mediante inmunofluorescencia. Se administré una dosis de 60 mg/kg de hypoxyprobe
via i.p. Posteriormente a los 30 minutos se obtuvo el tejido cerebral. EI hypoxyprobe
ha sido utilizado para detectar hipoxia en las estructuras del SNC (Curtis et al., 2009;
Sakimoto et al., 2012; Rattner et al., 2013).

6.4.0Obtencion del tejido cerebral

Los animales se anestesiaron con una dosis de 55 mg/kg de pentobarbital
sodico. Posteriormente, se realiz6 la fijacion del tejido mediante perfusion
intracardiaca, primero con 100-150 mL de solucion de buffer de fosfatos (PBS) 1X con
heparina e inmediatamente se perfundieron 100-150 mL de paraformaldehido (PFA)
al 4%, ambos a 4°C. Se extrajo el cerebro completo y se realiz6 una post-fijacion con
PFA al 4% durante 1 dia. El tejido cerebral se conservé en una solucién de sacarosa
al 30% por un tiempo minimo de 2 dias.

6.5.Inmunoflourescencia

Se realizaron cortes coronales hipocampales de 30 ym de grosor (Bregma -2.40
a -4.20; Paxinos y Watson, 1988) mediante un criostato. Las rebanadas de tejido
cerebral fueron conservadas en una solucion crioprotectora de PBS 0.01 M (PBS 1X),

sacarosa al 30% vy etilenglicol al 30%.

La técnica de inmunoflourescencia se realizd con las rebanadas obtenidas de
tejido cerebral. Las rebanadas fueron fijadas en portaobjetos electrocargados.

Después se delimitd el area de la muestra con plumén hidrofébico.
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Para realizar la técnica de inmunoflourescencia se utiliz6 una camara himeda,
donde se permeabilizo el tejido con PBS 1Xy PBS 1X-Triton 0.4% durante 10 minutos
y 15 minutos respectivamente. Las rebanadas se incubaron con una solucién de NH4Cl
50 mM en PBS 1X durante 15 minutos, para disminuir la autoflourescencia.
Posteriormente, se realizaron dos lavados de 1 a 5 min con PBS para proceder con el
blogueo de unién inespecifica con una solucion de suero normal de burro (SNB) al 5%/
albumina sérica bovina (BSA) al 0.2%/ Triton 0.4% en PBS 1° por 2 horas a

temperatura ambiente.

Después, se incubaron los anticuerpos primarios correspondientes (tabla 2) con
solucién de bloqueo de union inespecifica durante toda la noche. Al dia siguiente, se
realizaron 10 lavados de 1 a 5 minutos con PBS 1X y, posteriormente, se procedi6 a
incubar con los anticuerpos secundarios correspondientes durante 2 horas a
temperatura ambiente. Se realizaron 10 lavados con PBS 1X, enseguida se agregé
DAPI (2uL/mL) por 5 minutos para marcar los nucleos celulares, lavando 3 veces con
PBS 1X durante 1 a 5 minutos. Finalmente, se hicieron dos lavados con agua
desionizada de 1 a 5 minutos, se agregdé DABCO, se situaron los cubreobjetos y se

sellaron las laminillas con barniz transparente.

Tabla 2. Anticuerpos y sustancias.

A eIrpo enerado e 0. de Cad alCa O c aClo

Caspasa 3 Conejo 9661 Cell Signaling 1:400
CD31 Rata 559286 BD Pharmingen 1:50
GAD67 Mouse GTX101881 GENETEX 1:1000
FITC-MADb1 Conejo 9.7.11 Hypoxyprobe TM-1Kit 1:100
VEGF Conejo Sc-507 Santa Cruz 1:50
DAPI D3571 INVITROGEN 1:500
Alexa Flour 488  Cabra anti conejo A11070 INVITROGEN 1:500
Alexa Flour 488 Cabra anti ratén A11001 INVITROGEN 1:500
Alexa Flour 594  Cabra anti conejo INVITROGEN 1:500
Alexa Flour 594 Burro anti rata INVITROGEN 1:500

Para cada anticuerpo se procesaron en paralelo controles negativos, donde se
omitié la incubacion con cada uno de los anticuerpos primarios en rebanadas

adyacentes para comprobar la especificidad de la inmunotincion.
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6.6.Tinciéon de Hematoxilina-Eosina

Para realizar la tincion de hematoxilina-eosina se utilizaron las rebanadas de
cerebro con las caracteristicas descritas en el primer parrafo de la seccion 6.5. Las
rebanadas se colocaron en portaobjetos previamente gelatinizados o electrocargados

para posteriormente proceder con la tincién.

Las muestras fueron rehidratadas con etanol al 100%, 95% y al 70%.
Enseguida, se colocaron en agua destilada para después ser sumergidas en solucion
de hematoxilina de Harris durante 10 min. Se lavo con agua destilada y se diferencio
con alcohol 4cido (400 mL de solucion de etanol al 70% méas 1 mL de HCI concentrado)
durante 10 segundos. Se realizé un lavado con agua corriente y después se procedio
a diferenciar con PBS 1X con un pH=8.4. Posteriormente, las muestras se lavaron con
agua destilada y se sumergieron en alcohol al 95% para después ser incubadas en
una solucion de eosina amarilla al 1% durante 5 min. Posteriormente, se realizaron
lavados con agua destilada hasta eliminar el exceso de colorante. Las rebanadas se
colocaron en etanol al 70%, 95% y 100% y posteriormente en xileno durante 5 min.
Finalmente, a las muestras se les colocaron cubreobjetos sellados con resina, para su

posterior visualizacién en un microscopio éptico.

6.7.Analisis histolégico.

Los cortes se observaron en un microscopio de epifluorescencia Axiovert 40
CFL (Carl Zeiss, Light Microscopy Germany, 2003) con una magnificacion de 10X,
donde se visualizaron las marcas preliminares, se delimitd las regiones a analizar y a
partir de las mismas, se realizé un analisis cualitativo. Se seleccionaron secciones de
GD, CA3 y CAl y se localizo la inmunopositividad a los aductos de proteinas-
hypoxyprobe; el patrén de colocalizaciéon de CD31 y VEGF y expresion de caspasa 3;
utilizando un curso temporal post-reperfusion (PRF) a los dias 1, 2, 7 y 15* La
obtencion de las fotomicrografias digitales fue hecha con el software AxioVision 4.8.

(Carl Zeiss Imaging Solutions Germany, 2009).
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Los cortes también se observaron en un microscopio Confocal LSM 800 (Carl
Zeiss, Light Microscopy Germany) a 10X utilizando el software ZEN 2.3 (blue edition,
Carl Zeiss Microscopy GmbH, 2011). Para determinar el valor de la intensidad media
de la fluorescencia (IMF) se seleccioné el area de interés con la herramienta ROI

(Region de Interés: Region Of Interest) del software ZEN 2.3.

La IMF; del FITC (hypoxyprobe); de Alexa 488 (VEGF); y de Alexa 594 (CD31)

fue determinada de la siguiente manera.

En GD, se selecciond el stratum granulosum, el stratum moleculare y la capa
polimérfica, ambos, de manera completa, para un perfil de linea (figura 8a) de 638.90
um; En CA3, se selecciond parte del stratum lucidum, stratum pyramidale y stratum
oriens para un perfil de linea (cuadro rojo, figura 8b) de 250.1472 um y para la region

CA1l, se seleccion6 parte del stratum oriens, stratum pyramidale y stratum radiatum

para un perfil de linea (cuadro rojo, figura 8c) de 224.5621 um.

a) ROI para GD. Perfil de linea | b) ROI para CA3. Perfil de linea | c) ROI para CAL. Perfil de linea
de 638.90 um de 250.1472 pm de 224.5621 pm

Fig. 8. ROI's seleccionados para las regiones del hipocampo.

Los parametros de adquisicion fueron los siguientes:

1. Parael FITC (hypoxyprobe):

Pinhole: 28 um

Longitud de onda (nm) e intensidad de laser (%): 488 nm, 0.95%
Detector: LSM800 Airyscan

Ganancia: 873 V

Ganancia digital: 1
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2. Para el Alexa 488 (VEGF):

Pinhole: 34 um

Longitud de onda (nm) e intensidad de laser (%): 488 nm, 1.20%
Detector: LSM800 Airyscan

Ganancia: 895 V

Ganancia digital: 1

3. Para el Alexa 594 (CD31):

Pinhole: 29 um

Longitud de onda (nm) e intensidad de laser (%): 561 nm, 0.90%
Detector: LSM800 Airyscan

Ganancia: 937 V

Ganancia digital: 1

La IMF de Alexa 594 (Caspasa 3) fue determinada de la siguiente manera:

Para el GD, se seleccion6 parte del stratum granulosum para un perfil de linea
(cuadro rojo, figura 9a) de 135.0035 um; para CA3, se seleccion6 parte del
stratum pyramidale para un perfil de linea (cuadro rojo, figura 9b) de 250.16 um.
Para la region CAl, se seleccion0 parte del stratum pyramidale para un pefrfil

de linea (cuadro rojo, figura 9c) de 224.4906 um.

a) ROI para GD. Perfil de linea | b) ROI para CA3. Perfil de | ¢) ROI para CALl. Perfil de
de 135.0035 pm linea de 250.16 pm linea de 224.4906 pum

Fig. 9. ROI's seleccionados para los sp y sg en las regiones del hipocampo.

Utilizando los parametros de adquisicion:

Pinhole: 40 um
Longitud de onda (nm) e intensidad de laser (%): 561 nm, 0.55%
Detector: LSM800 Airyscan
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e Ganancia: 882 V
e Ganancia digital: 1

6.8.Analisis estadistico

Los datos se presentan como el valor de la media + el error estandar (ES).
La significancia estadistica se determiné por analisis de la varianza (ANOVA), de una
via, de medidas repetidas, seguido de la prueba de Dunnett. Se consider6 como

estadisticamente significativo una p< 0.05.
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7. RESULTADOS

7.1.Cambios conformacionales en el hipocampo tras la CCAO

La tincion con hematoxilina-eosina nos permite determinar cualitativamente, el
nivel de dafo tras la CCAO. Como se aprecia en las figuras 10y 11, el dafio histoldgico
en la formacion hipocampal fue visible a partir del dia 7 PRF. Este dafio se caracterizé
por la presencia de vacuolas, espacios vacios y nucleos celulares reducidos ademas
de una desorganizacion en la densidad neuronal en el stratum pyramidale de CA3 y
CAL. Sin embargo, los cambios estructurales fueron evidentes en la region CA1 desde
el dia 1 PRF y se agudizaron al dia 7 PRF. En CAS3, las alteraciones se expresaron a
partir del dia 2 PRF como una desorganizacion de la densidad neuronal y se
agudizaron al dia 7 PRF. Para el GD, los cambios en estructura fueron evidentes en el
dia 7 PRF.

a) Tincion de hematoxilina eosina de corte coronal de hipocampo de rata sham y con CCAO
(obejetivo 5X, zoom digital 1X).
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b) Tincién de hematoxilina eosina de corte coronal de hipocampo de rata sham y con CCAO
(objetivo 5X, zoom digital 2.8X).
Fig. 10. Tincién hematoxilina y eosina mostrando el curso temporal del desarreglo estructural

del hipocampo tras el dafio isquémico en cerebro. Cortes coronales hipocampales de cerebro de
rata sham y con CCAO (10 minutos) obtenidos a diferentes dias PRF (1, 2, y 7 dias). Las muestras se
procesaron por microscopia de campo claro (objetivo 5X; zoom digital 1X y 2.8X; n=3).
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Fig. 11. Curso temporal del desarreglo estructural del hipocampo tras el dafio isquémico en
cerebro. Cortes coronales hipocampales de cerebro de ratas sham y con CCAO (10 minutos) obtenidos
a diferentes dias PRF (1, 2, y 7 dias) donde se pueden observar vacuolas, espacios vacios y nicleos
celulares y una desorganizacion en la densidad neuronal (flechas rojas). Las muestras se procesaron

por microscopia de campo claro (objetivo 20X; n=3).
7.2.Deteccién de hipoxia y dafio oxidativo en el hipocampo

Para determinar la oxidacion de proteinas en el hipocampo de ratas shamy con
CCAO, se detectaron y cuantificaron los aductos de proteinas formadas con el
hypoxyprobe a través de microscopia de fluorescencia y se obtuvieron fotomicrografias
para cada region (GD, CA3y CAl) alosdias 1,2y 7 PRF.

7.2.1. Giro Dentado

En el GD se observé que en ratas con CCAO la Intensidad Media de la
Fluorescencia (IMF) del hypoxyprobe (FITC) incrementd al dia 1 PRF y mostré una
tendencia a disminuir al dia 7 PRF con respecto a las ratas sham (IMF del FITC PRF
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con respecto al grupo sham; al dia 1= 204+20%; p<0.05; al dia 7= 172+17%; p<0.05;
n=3; figuras 12 y 13). Este resultado indica la presencia de hipoxia y estrés oxidativo

en las proteinas estructurales en todo el GD.
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Fig. 12. Curso temporal del estrés oxidante a las proteinas generado por la isquemia en GD.
Cortes coronales cerebrales de ratas sham y con CCAO (10 min a los dias PRF 1, 2y 7). Las rebanadas
se incubaron con un anticuerpo FITC-Mab (verde) y DAPI (azul). Las muestras se procesaron para
detectar FITC (hypoxyprobe/proteinas oxidadas) por microscopia confocal (objetivo 10X; n = 3).
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Fig. 13. Deteccion de hipoxia y estrés oxidativo en el GD. Cuantificacion de la IMF del hypoxyprobe
en el GD. Los datos estan normalizados contra los valores obtenidos en los animales sham. Los valores
de la IMF se obtuvieron como se describen en materiales y métodos. N=3, * = p<0.05.

7.2.2. Region CA3

En la region CA3 se observé que en ratas con CCAO la IMF del hypoxyprobe
(oxidacién de proteinas) incrementé de manera significativa desde dia 1 PRF y se
mantuvo hasta el dia 7 PRF con respecto a las ratas sham (IMF del FITC PRF con
respecto al grupo sham; al dia 1= 330+18%; p<0.001; al dia 7= 263+15; p<0.001; n=3;
figuras 14 y 15). Al igual que lo observado en el GD, estos resultados reflejan la

presencia de hipoxia y estrés oxidativo en CA3.
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Fig. 14. Curso temporal del estrés oxidante a las proteinas generado por la isquemia en CA3.
Cortes coronales cerebrales de ratas sham y con CCAO (10 minutos a los dias PRF 1, 2 y 7). Se
incubaron con un anticuerpo FITC-Mab (verde) y DAPI (azul). Las muestras se procesaron para detectar
FITC (objetivo 10X; n = 3).
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Fig. 15. Deteccion de hipoxia y estrés oxidativo en la region CA3. Cuantificacion de la IMF del
hypoxyprobe en la region CA3 del hipocampo. Los datos estdn normalizados contra los valores
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obtenidos en los animales sham. Los valores de la IMF se obtuvieron como se describen en materiales
y métodos. n=3, *** = p<0.001.

7.2.3. Region CA1

En la region CA1 se observé que en ratas con CCAO la IMF del hypoxyprobe
(oxidacién de proteinas) incrementé desde el dia 1 PRF y continu6 hasta el dia 7 PRF
respecto a ratas sham (IMF del FITC PRF con respecto al grupo sham; al dia 1=
210£13%; p<0.05; al dia 7= 180£12; p<0.05; n=3; figuras 16 y 17).
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Fig. 16. Curso temporal del estrés oxidante a las proteinas generado por laisquemia en laregion
CAL. Cortes coronales cerebrales de ratas sham y con CCAO (10 minutos a los dias PRF 1, 2y 7). Se
incubaron con un anticuerpo FITC-Mab (verde) y DAPI (azul). Las muestras se procesaron para detectar
FITC (objetivo 10X; n = 3).
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Figura 17. Deteccién de hipoxia y estrés oxidativo en la regiéon CAl del hipocampo. Grafica de
barras mostrando la cuantificacion de IMF del hypoxyprobe en la regién CA1 del hipocampo. Los datos
estan normalizados contra los valores obtenidos en los animales sham. Los valores de la IMF se
obtuvieron como se describen en materiales y métodos. n=3, * = p<0.05.

7.3.Efecto de la hipoxia en la expresion de VEGF y de CD31 en el hipocampo
7.3.1. Giro Dentado

La CCAO indujo un aumento en la expresion de VEGF y de CD31 en el GD.
Este efecto se observd desde el dia 1 PRF y se mantuvo por 15 dias. La IMF del
flouréforo Alexa 488 utilizando para detectar VEGF se incrementd de manera
significativa el dia 1 y 2 PRF y no se observo un aumento significativo a los 7 dias PRF
(IMF de Alexa 488 PRF con respecto al grupo sham; al dia 1= 165+8%; p<0.05; al dia
2= 165%9; p<0.05, al dia 7= 132+8%; n=3; figuras 18 y 19). Sin embargo al dia 15 PRF,
la sefial de VEGF se incremento casi al doble del nivel basal (188+10%; p<0.05). VEGF

se expresa en todas las capas del GD.

En cuanto al flouréforo Alexa 594 utilizado para detectar CD31, la IMF
incremento a partir del dia 1 PRF y continud en niveles elevados al dia 2 y 7 PRF (IMF
de Alexa 594 PRF con respecto al Sham al dia 1= 223+12; p<0.001; al dia 2= 242+15;
p<0.001; al dia 7= 220+£13; p<0.001; n=3; Figura 18 y 19). Sin embargo al dia 15 PRF,
la sefial de CD31 se incrementa casi al triple del nivel basal (382+20%; p<0.001; n=3).

Estos resultados sugieren que a los 15 dias PRF al aumentar de manera importante la
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expresion de VEGF y de CD31 es posible que exista una mayor formacion de capilares

y pequefios vasos sanguineos a este tiempo.
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Fig. 18. Expresion temporal de CD31y VEGF como respuesta al dafio isquémico en giro dentado.
Cortes coronales cerebrales de ratas sham y con CCAO (10 minutos a los dias PRF 1, 2, 7 y 15). Las
rebanadas se incubaron con un anticuerpo anti CD31 (rojo), anti VEGF (verde) y DAPI (azul). Las
muestras se procesaron para detectar Alexa 594 y 488 (CD31/VEGF) por microscopia confocal (con

objetivo 10X; n = 3).
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Figura 19. La isquemia induce el aumento en la expresion de VEGF y CD31 en el GD. Gréfica de
barras normalizada que muestra la cuantificacion de la IMF de VEGF y de CD31. Los valores de la IMF
se obtuvieron como se describen en materiales y métodos. n=3, ns= no significativo; *= p<0.05; ***=
p<0.001.

7.3.2. Region CA3

La CCAO indujo un aumento en la expresion de VEGF y de CD31 en la region
CAS. Este efecto se observé desde el dia 1 PRF y se mantuvo por 15 dias. La IMF de
Alexa 488 se increment6d de manera significativa el dia 1 y 2 PRF y no se observé un
aumento significativo a los 7 dias PRF (IMF de Alexa 488 PRF con respecto al grupo
sham; al dia 1= 157+10; p<0.05; al dia 2= 166+11; p<0.05; al dia 7= 136+10; n=3;
figuras 20 y 21). Sin embargo al dia 15 PRF, la sefial de VEGF incremento
significativamente comparado con las ratas sham (193+13%; p<0.05; n=3).

En cuanto a CD31, la IMF de Alexa 594 incrementé a partir del dia 1 PRF y se
mantuvo hasta el dia 7 PRF (IMF de Alexa 594 PRF con respecto al grupo sham; al
dia 1= 204+11%; p<0.05; al dia 2= 227+13; p<0.05; al dia 7= 212+13; p<0.05; n=3;
figuras 20y 21). En contraste, al dia 15 PRF, la sefial de CD31 incremento casi al triple
del nivel basal (384+22%; p<0.05; n=3). Estos resultados sugieren que a los 15 dias
PRF al aumentar de manera importante la expresion de VEGF y de CD31 es posible
gue exista una mayor formacion de capilares y pequefios vasos sanguineos a este

tiempo, que parece menor que en el GD y region CA1.
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Fig. 20. Curso temporal de la expresion de CD31 y VEGF como respuesta al dafio isquémico en
laregion CA3 del hipocampo. Cortes coronales cerebrales de ratas sham y con CCAO (10 minutos a
los dias PRF 1, 2, 7 y 15). Las rebanadas se incubaron en presencia de un anticuerpo anti CD31 (rojo),
anti VEGF (verde) y DAPI (azul). Las muestras se procesaron para detectar Alexa 594 y 488
(CD31/VEGF) por microscopia de fluorescencia (con objetivo 10X; n = 3).
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Fig. 21. Laisquemiainduce el aumento en la expresién de VEGF y CD31 en CA3. Gréfica de barras
normalizada mostrando la cuantificacion de la IMF de VEGF y de CD31 en la region CA3. Los valores
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de la IMF se obtuvieron como se describen en materiales y métodos. n=3, ns= no significativo; *= p<0.05;
***= p<0.001.

7.3.3. Region CA1

La IMF de VEGF increment6 de manera significativa desde los dias 1, 2y 7 PRF
(IMF de VEGF PRF con respecto al grupo sham; al dia 1= 134+8%; p<0.05; al dia 2=
143+8; p<0.05; al dia 7= 133+7; p<0.05; n=3; figuras 22 y 23). En contraste, al dia 15
PRF, la sefal de VEGF incremento casi al doble del nivel basal a lo largo de la region
CA1 (184+10%; p<0.05; n=3).

En cuanto a CD31, el patron de fluorescencia tuvo el siguiente perfil: (IMF de
CD31 PRF con respecto al grupo sham; al dia 1=217+14%; p<0.001; al dia 2= 256+19;
p<0.001; al dia 7= 231+18; p<0.001; n=3; figura 22 y 23). Al dia 15 la sefal de CD31
experimentd un aumento de casi el triple a lo observado en condicién basal (352+24%;
p<0.001).
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Fig. 22. Curso temporal de la expresion de CD31 y VEGF como respuesta al dafio isquémico en
laregion CAL. Cortes coronales cerebrales de ratas sham y con CCAO (10 minutos a los dias PRF 1,
2, 7 y 15). Las rebanadas se incubaron en presencia de un anticuerpo anti CD31 (rojo), anti VEGF
(verde) y DAPI (azul). Las muestras se procesaron para detectar Alexa 594 y 488 (CD31/VEGF) por
microscopia confocal (con objetivo 10X; n=3).
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Fig. 23. La isquemia induce el aumento en la expresion de VEGF y CD31 en la region CA1 del
hipocampo. Gréfica de barras normalizada mostrando la cuantificacion de la IMF de VEGF en la region

CAL. Los valores de la IMF se obtuvieron como se describen en materiales y métodos. n=3, *= p<0.05;
***= n<0.001.
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7.4.Efecto de laisquemia sobre la activacion de la Caspasa-3

7.4.1. Giro Dentado

La CCAO indujo un aumento progresivo en la expresion de la caspasa-3, el cual
se observo a partir del dia 2 al 7 PRF respecto a ratas sham (IMF de Alexa 595 PRF
con respecto al grupo sham; al dia 2= 178+10%; p<0.001; al dia 7= 276+16%; p<0.001;
n=3; figuras 24 y 25).

10X SHAM

10X 1 DIA
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Fig. 24. Curso temporal de la expresion de caspasa 3 en el GD. Cortes coronales cerebrales de ratas
sham y con CCAO (10 minutos a los dias PRF 1, 2 y 7).Las rebanadas se incubaron con un anticuerpo
anti caspasa-3 (rojo) y DAPI (azul). Las muestras se procesaron para detectar Alexa 594 (objetivo 10X;
n=3).
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Fig. 25. Laisquemiaincrementala expresiéon de la caspasa-3 en el Giro Dentado. Gréfica de barras
normalizada. IMF de Caspasa-3. Los valores de la IMF se obtuvieron como se describen en materiales
y métodos. n=3, *= p<0.05; ***= p<0.001.

7.4.2. Region CA3

En el stratum pyramidale de CA3, la IMF de caspasa-3 incrementé de manera
transitoria al dia 2 PRF (1261£5%; p<0.001; n=3). Sin embargo, su expresion
desapareci6 al dia 7 (IMF de Alexa 594 PRF con respecto al grupo sham; al dia 1=
77+3; p<0.001; al dia 7= 0.5+0.03; p<0.001; n=3; figuras 26 y 27). Por lo tanto, la CCOA
induce activacion transitoria de caspasa-3 en la region CA3.
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Fig. 26. Curso temporal de la expresién de caspasa 3 como marcador de apoptosis tras el dafio
isquémico en cerebro. Cortes coronales. Las rebanadas se incubaron en presencia de un anticuerpo
anti caspasa3 (rojo) y DAPI (azul). Las muestras se procesaron para detectar Alexa 594 (caspasa-3)
por microscopia confocal (objetivo 10X; n=3).
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Fig. 27. Laisquemiaincrementalaexpresion dela caspasa 3 en CA3. Grafica de barras normalizada
mostrando la cuantificacién de la IMF de caspasa-3 en la region CA3. Los valores de la IMF se
obtuvieron como se describen en materiales y métodos. n=3, ***= p<0.001.
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7.4.3. Region CAl

Por dltimo, la IMF de la caspasa 3 aumentd su expresion en todos los dias
analizados de la region CA1 del hipocampo (IMF de caspasa-3 PRF con respecto al
grupo sham; al dia 2= 167+7%; p<0.05; al dia 7= 306£15; p<0.05; n=3; figuras 28 y
29). Este resultado esta en concordancia con lo reportado en la literatura, que ha
mostrado de manera consistente que la region CA1l del hipocampo es altamente

sensible al dafio inducido por isquemia.
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Fig. 28. Curso temporal de la expresion de caspasa-3 en la regiéon CALl. Cortes coronales. Las
rebanadas se incubaron con un anticuerpo anti caspasa-3 (rojo) y DAPI (azul). Las muestras se
procesaron para detectar Alexa 594 (objetivo 10X; n=3).
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Fig. 29. La isquemia incrementa la expresidn de la caspasa 3 en la regién CA1 del hipocampo.
Gréfica de barras normalizada. IMF de Caspasa-3. Los valores de la IMF se obtuvieron como se
describen en materiales y métodos. n=3, *= p<0.05.
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8. DISCUSION

8.1.Cambios estructurales en el hipocampo generados por laisquemia

La oclusion de la arteria comun izquierda es un modelo de isquemia focal
transitoria que causa alteraciones estructurales, de acuerdo con el andlisis curso-
temporal realizado en el presente trabajo. Las tinciones realizadas con la técnica de
hematoxilina-eosina corroboraron que la técnica de oclusion arterial realizada es
funcional y replica los resultados ya conocidos en la literatura (Kirino y Sano, 1984;
Pulsinelliy Brierley, 1979; Rod y Auer, 1992; Smith et al., 1984; DeGirolamiy Marcoux,
1984; Shinno et al., 1997).

Las observaciones realizadas en el tejido tratado con hematoxilina eosina
confirmaron que el dafio generado por la isquemia en el hipocampo es diferencial, pues
sistematicamente se observd alta vulnerabilidad de la region CAl, seguido por la
region CA3y el GD, siendo éste ultimo el menos dafiado (Kirino y Sano, 1984; Pulsinelli
y Brierley, 1979; Rod y Auer, 1992; Smith et al., 1984; DeGirolami y Marcoux, 1984;
Shinno et al., 1997). En la literatura se ha demostrado que el cambio estructural en el
hipocampo tras la oclusion arterial se observa a partir del dia 3 PRF y se agudiza al 7
PRF, comportamiento que se repitié en nuestro estudio. Una diferencia que hay que
recalcar, es que, a diferencia de la literatura previa que ha reportado que la region CAl
es la mas vulnerable al dafo isquémico tras periodos breves de isquemia (<15 min), y
gue no existen cambios aparentes en el GD y la regidbn CA3, nuestros resultados
muestran que, a pesar de ser menor, el dafio isquémico también afecta a la region
CA3y al GD. Las discrepancias entre nuestros resultados y lo reportado en la literatura
puede explicarse por las diferencias metodoldgicas: por ejemplo, los resultados varian
dependiendo del tipo de modelo de isquemia que se utilice (isquemia focal o global,
transitoria); también, influye mucho la eleccion de la cepa de roedor utilizada en el
estudio (diversas cepas de gerbos, ratas y ratones), asi como la elecciéon de la region
hipocampal a analizar (ventral o dorsal). Por ejemplo, la gran mayoria de los estudios

realizados y reportados son en la porcién del hipocampo dorsal, ya que se presenta
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mayor dafio que en el hipocampo ventral (Kirino y Sano, 1984; Schmidt-Kastner y
Hossman, 1988; Schmidt et al., 1984, Schmidt-Kastner y Freund, 1991). El tipo de
isquemia donde han reportado que CAl es mas vulnerable que GD y CA3 es la
isquemia global transitoria en ratas y en gerbos mongolianos (Pulsinelli y Brierley,
1979; Kirino y Sano, 1984; Shinno et al., 1997). Sin embargo, en los gerbos, la
isquemia global necesariamente implica la ligacion de ambas arterias carétidas
(izquierda y derecha), mientras que en ratas, la ligacion de cuatro vasos sanguineos
(arterias vertebrales y caroétidas, izquierda y derecha en ambos casos) (Pulsinelli et al.,
1982) o las arterias carotidas combinada con una hipotension severa (Smith et al.,
1984). El modelo experimental que nosotros usamos fue el de isquemia focal en rata
Wistar, en donde el dafio isquémico esta dado por la oclusion de la arteria cardétida
comun izquierda, es decir, un solo vaso sanguineo, que implica una mayor circulacion

sanguinea colateral dada por el circulo de Willis (Lee, 1995).

8.2.Expresion de VEGF y CD31 después de un dafio isquémico transitorio

La angiogénesis es una caracteristica esencial de una serie de procesos
fisiolégicos importantes como son la cicatrizacibn de heridas, la reparacion y el
desarrollo de tejidos (DeLisser et al., 1994). En este contexto, CD31 es una integrina
que se expresa en las células endoteliales y juega un papel muy importante en la
formacion de nuevos vasos sanguineos (Albelda et al., 1990). Por otro lado, se conoce
gue en respuesta a la hipoxia, el VEGF se libera y actia sobre las células endoteliales
para promover la formacion de los vasos sanguineos (Neufeld et al., 1999; Petrova et
al., 1999). Nuestros resultados mostraron que la inmunoreactividad al VEGF aumenta
en todas las regiones del hipocampo desde el dia 1 PRF y se incrementa en mayor
grado al dia 15 PRF. De manera interesante, observamos que la expresion de la marca
de CD31 tiene un comportamiento similar a la del VEGF, ya que el incremento en su
expresion comienza a partir del dia 1 PRF, alcanzando su expresion maxima al dia 15
PRF.
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Fue notorio que en nuestro estudio pudimos observar evidencia que indica
colocalizacion entre ambos marcadores, lo que sugiere que las células endoteliales se
activan tras la isquemia e inician la secrecion del VEGF. Sin embargo, nuestros
resultados no descartan que existan otras fuentes de VEGF, ya que éste puede
provenir de otros componentes de la unidad neurovascular (células endoteliales,

astrocitos y neuronas) (Attwell y Ladecola, 2002).

El crecimiento vascular también depende de la sefializacion paracrina de otros
factores vasculares como el factor derivado de plaquetas (PDGF) y las angiopoyetinas
(Ang). Se ha descrito que estos factores estabilizan la vasculatura y protegen al
endotelio de diferentes estimulos de dafio, a través de las sefales de supervivencia.
Estudios recientes sugieren que las células endoteliales (en especifico, los pericitos
gue cubren al endotelio) son susceptibles a la isquemia (Hall et al., 2014) y que las
células endoteliales son capaces de producir VEGF endogeno (Lee et al., 2007). El
VEGF endogeno producido por las células endoteliales es secretado de manera
autocrina y paracrina y es un factor vascular muy importante para la homeostasis
vascular, en especial, para la formacion y mantenimiento de los vasos sanguineos
(Helotera y Alitalo, 2007).

Para poder interpretar el papel de los factores vasculares en el cerebro, se
asume que CA3 y CALl reciben el mismo impacto isquémico en distintos modelos, por
ejemplo, un idéntico nivel en la reduccién del flujo sanguineo cerebral. Por ello, se ha
estudiado la anatomia vascular en el hipocampo. Estudios realizados con inyecciones
de tinta sefialan que la region CA3 presenta mas densidad vascular que CA1, pero
estas diferencias no son muy grandes (Duvernoy et al., 2013). Otros estudios se han
enfocado al estudio en la densidad de capilares, encontrando que no existe diferencia
entre CA3 y CAl, tanto en ratas como en humanos, pero que la region de menor
densidad capilar es la CP del GD (hilus) (Grivas et al., 2003; Ingraham et al., 2008;
Czéh et al., 2010; Lokkegaard et al., 2001) y esto puede relacionarse con la
vulnerabilidad que tienen las células hilares a la isquemia. También se ha marcado la
perfusion de capilares, encontrando que existe menos numero de capilares

perfundidos en CA1 que en CA3 en condiciones basales, y ésta diferencia se marca
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mas después de la isquemia (Imdahl y Hossmann, 1986; Cavaglia et al., 2001). La
explicacion para la selectividad al dafio isquémico es que el arreglo de las pequefas
arterias y capilares genera gradientes diferentes en el flujo sanguineo (Schmidith y
Freund, 1991). Por tanto, en la isquemia, los factores macrovasculares ocasionan que

la region de CAl y la CP reciban menos flujo sanguineo residual que CA3.

Nuestro estudio se enfocd en analizar regionalmente la expresion de los
marcadores VGEF y CD31 sin hacer division por los estratos constituyentes del
hipocampo. Sin embargo, nuestras microfotografias sugieren que en la region de CAl
y el GD existe un aumento de la expresion de la marca de CD31, que pudiera estar
relacionada a un aumento en la densidad vascular y/o nimero de vasos sanguineos
(capilares). En contraste, a pesar de que la regién CA3 también tuvo un incremento en
la expresion de la marca de CD31. Razdn por la cual, es dificil hacer una conclusion
objetiva desde el punto de vista de nuestro estudio. Lo que podemos sugerir es que el
VEGF secretado de los diferentes componentes de la unidad neurovascular durante y
después de la isquemia actia de manera autocrina y paracrina, que provee de sefiales
de supervivencia en las neuronas y que promueve el aumento en la marca de CD31,
es decir, que promueve la angiogénesis, y que en conjunto, ambos factores, pudieran

actuar como un sistema endogeno de proteccién tras la isquemia.

Existen factores troficos que han sido encontrados en patrones especificos en
el cerebro y a los cuales se les ha atribuido un papel neuroprotector y se les ha
involucrado en la vulnerabilidad selectiva a la isquemia. Los estudios han sido
realizados en varios modelos de isquemia para el factor de crecimiento neural (NGD)
(Lindvall et al., 1992; Takeda et al., 1993), el factor neurotréfico derivado del cerebro
(BDNF) (Lindvall et al., 1992; Takeda et al., 1993; Kokaia et al., 1996), neurotrofina 3
(NT-3) (Lindvall et al., 1992; Takeda et al., 1993), el factor de crecimiento derivado de
fibroblastos (FGF2) (Takami et al., 1992) y otros mas que inducen proteccion contra el
dafo isquémico. El cerebro expresa HIF-1a, un factor de transcripcion que media la
respuesta a la hipoxia (Kietzmann et al., 2001; Semenza, 2012) y que se expresa
globalmente en las neuronas del hipocampo. Uno de los blancos mejor descritos de
HIF-1a, es el gen del VEGF tras la isquemia (Pichiule et al., 1999; Jin et al., 2000),
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pero poco se ha descrito acerca del papel que pudiera tener el VEGF en la
susceptibilidad a la isquemia. Ademas, el efecto angiogénico del VEGF implica una
respuesta antiapoptoética que promueve la supervivencia de las células endoteliales, a
través de la via de sefalizacion del receptor para VEGF tipo Il (VEGFR-2) y la cinasa
3 del fosfatidilinositol (P13K)/Akt (Gerber et al., 1998). Esta via de sefalizacion también
esta involucrada en los efectos de supervivencia celular del factor de crecimiento tipo
insulina 1 sobre las neuronas cerebelares (Dudek et al., 1997) y del factor neurotréfico
derivado de la glia sobre las motoneuronas (Soler, 1999). El VEGF parece tener
efectos neurotroficos al estimular el crecimiento axonal e incrementar la supervivencia
de las neuronas cervicales superiores de la raiz dorsal (Sondell et al., 1999) y promover
la supervivencia de las neuronas mesencefalicas en medio de cultivo de rata
(Silverman, W.F., 1999). Es por ello que, nosotros sugerimos que las diferencias en la
expresion del VEGF en las diferentes regiones del hipocampo estan involucradas en
las diferencias de susceptibilidad a la isquemia y que pudiera actuar también como un
factor neurotrofico, pero se necesitaria realizar un estudio mas fino para poder afirmar

esta aseveracion.

8.3.0Oxidacion de proteinas y cambios en la expresién de la caspasa-3

después de un dafio isquémico transitorio en el hipocampo.

En el sistema nervioso central, la produccion excesiva de especies reactivas de
oxigeno y nitrogeno (ROS/RNS), esta involucrada en la neurodegeneracion y esta
asociada al dafio neuronal que induce por ejemplo, la hipoxia y la hipoglucemia
(Halliwell et al., 1992; Friberg et al., 2002).

El estrés oxidativo (EO) es originado por un desbalance entre la
sobreproduccion de ROS y/o RNS y la degradacion enzimatica o no enzimatica de
estas especies de alta reactividad. Cuando existe una sobreproduccion o un bajo nivel
de desintoxicacion de ROS y RNS debido a algun tipo de dafio, como la isquemia, se

presenta un efecto en detrimento a las células caracterizado por la modificaciéon
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quimica de lipidos, proteina y &cidos nucléicos. Las modificaciones oxidativas
macromoleculares causan el dafio neuronal (Wang y Michaelis, 2010).

Los resultados obtenidos con hypoxyprobe indican que la formacion hipocampal
responde inmediatamente a la isquemia generando un dafio oxidativo; de igual manera
nuestros resultados sugieren que el GD tiende a contrarrestar el estrés oxidativo
inmediatamente. Las células han desarrollado mecanismos antioxidantes para
contrarrestar el efecto potencial dafiino de las ROS y RNS. Estos mecanismos incluyen
enzimas antioxidantes (superoxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa y las
tioredoxinas), antioxidantes no proteicos (glutation, a-tocoferol, acido ascérbico,

bilirrubina y coenzima Q10) (Wang y Michaelis, 2010).

Cantidades excesivas de ROS y RNS generan EO en las neuronas. Aun asi, la
vulnerabilidad neuronal al estrés oxidativo varia dependiendo de la region cerebral. En
este sentido, las neuronas piramidales de CA3 y CA1l responden de forma muy
diferente al mismo evento. En CA1l, las neuronas piramidales sufren muerte celular
masiva, mientras que la mayoria de las neuronas de CA3 sobreviven (Wilde et al.,
1997; Vornov et al., 1998; Sarnowska, 2002; Wang et al., 2005). Nuestros resultados
con hypoxyprobe muestran un efecto dependiente del tiempo y de la regién analizada.
Para poder relacionar el efecto del EO sobre el detrimento de las neuronas en las
regiones del hipocampo, se midio la expresion de la caspasa-3 (como indicador de
dafio isquémico y de apoptosis). Los resultados sugieren que la caspasa-3 incrementa
su expresion en todas las regiones del hipocampo al dia 2 PRF. Para el dia 7 PRF, la
expresion de caspasa-3 es mas evidente en el GD y la region CAL, pero para la region
CA3 se suprime la expresion. Esto podria sugerir que a pesar de que el EO persista
en la region de CA3 hasta el dia 7 PRF y en niveles comparables al EO del GD y region
CA1, puede conllevar el dafio isquémico (dafio oxidante) a traves de mecanismos de
supresién en la activacion de caspasa-3. En tanto que, para la region CAL persiste el
EO al dia 7 PRF y el aumento en la expresién en la caspasa 3, lo cual sugiere que en
este dia CA1 no ha podido conllevar el dafio isquémico. Y finalmente, en el GD
aparentemente existe una disminucion del EO al dia 7 PRF, pero el dafio isquémico

sigue presente.
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Por otro lado, se han medido los valores de ROS en las mitocondrias aisladas
de neuronas de las regiones CA3 y CAl, encontrando que existen valores mas
elevados de ROS, que se traducen en mayor EO en las neuronas de CA1l que las de
CA3 (Mattiasson et al., 2003). Nuestros resultados muestran valores basales de EO
muy parecidos entre el GD y CALl, y valores méas bajos para CA3 en comparacion con
las regiones anteriores (datos no mostrados). Por ello podriamos sugerir que el GD y
CA1 son mas susceptibles al EO que la region CA3, ya que sus niveles basales en

ROS y RNS son mas elevados.

8.4.Curso temporal de la expresion de marcadores de hipoxia y de dafio
isquémico en las distintas regiones del hipocampo

En la isquemia, los desencadenantes de la apoptosis son los radicales libres de
oxigeno, la activacién del receptor de muerte, dafio al ADN, la activacién de las
proteasas y el desequilibrio i6nico (Doyle et al., 2008, Kerr, 1965; Kerr et al., 1972;
Gonzalez et al., 2006). Nuestros resultados sugieren que el VEGF actua como factor
neurotrofico y provee sefiales de supervivencia a las neuronas en las diferentes
regiones del hipocampo que puede estar mediada por la via de sefalizacién PI3K/AKkt.
El VEGF ejerce un efecto antiapoptoético y podria ser uno de los mecanismos
implicados en la supresién de caspasa-3 y supervivencia neuronal en la regién CAS.
También podria estar involucrado en la supervivencia neuronal en el GD. En tanto que
para CA1l, el VEGF tendria el mismo efecto que para CA3, sin embargo la acumulacion
de sefales de supervivencia (antiapoptoticas) contra las apoptéticas generadas por el
EO y una posible falla o insuficiencia en los mecanismos antioxidantes, podrian ser
suficientes para evitar la supervivencia celular en esta region. Por ello, existe muerte
celular en la region CAL, que se refleja en la disminucién de la densidad neuronal
reportada en los diferentes estudios anatémicos, dénde se sefala que a partir de los
3 dias PRF y en mayor porcentaje al dia 7 PRF se genera la pérdida neuronal en esta

region.
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9. RESUMEN DE RESULTADOS

Tras la isquemia, los cambios estructurales en el hipocampo se presentan
primero en la region CA1, seguido de la region CA3 y el GD. Es decir, la resistencia a
la isquemia es mayor en el GD, después en la regiébn CA3 y la regibn mas vulnerable
es CAL.

El EO generado por el insulto isquémico al hipocampo es de igual magnitud en

GD y region CA1, la region CA3 presenta un mayor EO.

La expresion del VEGF se induce tras la isquemia siguiendo el mismo curso
temporal en las regiones del hipocampo, sin embargo, el analisis se realiz6 de manera
global por region, lo que no descarta que pudiese haber posibles diferencias entre las

regiones.

La expresion de CD31 presenta un comportamiento muy similar al de VEGF,
sigue un mismo curso temporal en las regiones del hipocampo. El andlisis se realizé
de manera global por region y las microfotografias sugieren un aumento mayor en la
densidad vascular en GD vy la region de CAL, pero se necesitaria realizar otro tipo de

andlisis para determinar las posibles diferencias en la expresion de este marcador.

La expresion de la caspasa-3 como indicador de dafio isquémico se presenta
de manera simultanea en todas las regiones del hipocampo, pero posteriormente se
presenta una supresion de la expresion de la caspasa en la regién de CA3, lo que nos
sugiere un menor dafio en esta regién o una mayor capacidad de reparar/resistir al

dafio isquémico.
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10. CONCLUSIONES

La isquemia inducida en el modelo de oclusion de la arteria cardtida comun
izquierda provoca un estrés oxidativo en las diferentes regiones del hipocampo e
induce la expresion de VEGF y CD31, marcadores de respuesta a la hipoxia, asi como
un aumento de la caspasa-3. Aunque todas las regiones del hipocampo presentaron
cambios estructurales y fueron susceptibles al efecto de la isquemia, la region CA1 fue
la més afectada seguido por CA3 y siendo el GD la region mas resistente a este

fenébmeno.

Del presente trabajo podemos concluir puntualmente lo siguiente:

El proceso isquémico produjo cambios estructurales que fueron observados

primero en la regiéon CA1, después en CA3y finalmente en el GD.

e La oxidacion proteica se presentd simultaneamente en todas las regiones del

hipocampo examinadas, siendo mayor en la regién CA3.

e La expresién de los marcadores de respuesta a la hipoxia (VEGF y CD31)

presentd un curso temporal similar en las regiones hipocampales examinadas.

e La expresion de la Caspasa-3 se presentd de manera simultdnea en todo el
hipocampo.
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11.

PERSPECTIVAS

Realizar un andlisis por estratos en las diferentes regiones del hipocampo.

Correlacionar estos hallazgos con las posibles alteraciones electrofisiologicas
gue experimenta el hipocampo en este modelo de isquemia.

Correlacionar la expresion de los diferentes marcadores utilizados en el
presente trabajo con las posibles alteraciones que experimentan las neuronas

inhibidoras (interneuronas) del hipocampo.

Estudiar las propiedades electrofisiolégicas de las neuronas hipocampales en

periodos de tiempo mayores (por ejemplo, tres meses después de la CCAO).
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