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Resumen

La isquemia cerebral se debe a la interrupcién total o parcial del flujo
sanguineo generando una dismunicién de oxigeno y glucosa principalmente. Uno
de los modelos empleados para el estudio de la isquemia es la supresion de oxigeno
y glucosa-reperfusion (OGD-RP), el cual consiste en la exposicidon por tiempos
controlados de una solucién libre de oxigeno y glucosa. La vulnerabilidad ante el
dafio isquémico es un fendmeno bien conocido en las diferentes regiones del
hipocampo. Sin embargo, los mecanismos que confieren resistencia a la region CA3
han sido poco explorados. En este proyecto evaluamos el mecanismo por el cual el
factor derivado del cerebro (BDNF) a través de la activacion del receptor de
tropomiosina B (TrkB), confiere neuroproteccion a la region CA3 en respuesta a la
OGD-RP. En condiciones basales, el bloqueo del TrkB acelera la pérdida de las
respuestas evocadas tanto del potencial post-sindptico excitador de las fibras
musgosas Yy la espiga poblacional antidromica causadas por la OGD-RP en
rebanadas hipocampales. La preincubacion de las rebanadas hipocampales con
agonistas del TrkB: BDNF o 7,8-DHF revierte los efectos de la OGD-RP. Ademas,
la activacion del TrkB favorece la activacion de proteinas adaptadoras Shc y Gab,
asi como la cinasa de serina/treonina AKT, miembros de la via de sefializacion
fosfoinositol 3-cinasa/AKT, involucrada en la supervivencia celular. Por lo tanto, las
rebanadas preincubadas en presencia del antagonista de AKT el MK-2206, en
combinacion con BDNF no presentan recuperacion de la actividad eléctrica evocada
después de la OGD-RP. Las células piramidales de la region CA3 muestran una
menor marca de ioduro de propidio y caspasa-3 en las rebanadas que fueron
preincubadas con BDNF y expuesta a la OGD-RP. El efecto neuroprotector que
ejerce la activacion del TrkB es un mecanismo exclusivo de la regién CAS3, ya que
la preincubacion con los farmacos no revertio la pérdida de respuestas evocadas en
la regiéon CA1 del hipocampo. Concluimos que la activacién del receptor TrkB en la
region CA3 representan un mecanismo enddgeno de neuroproteccion ante el dafio
isquémico y la activacion previa a la privacion de oxigeno y glucosa favorece la
recuperacion de las respuestas evocadas, disminuye el nimero de células y

neuronas dafadas y, en consecuencia, el proceso de apoptosis.



Abstract

Cerebral ischemia is caused by a total or partial interruption of blood flow
causing a decreased of oxygen and glucose levels. One of the most used models
for the study of ischemia is the oxygen-glucose deprivation-reperfusion (OGD-RP),
an in vitro model that consists of a controlled time exposure of an oxygen and
glucose-free solution. The selective vulnerability of the hippocampus to ischemia-
induced injury is a well-known phenomenon. However, the intrinsic mechanisms that
confer resilience to CA3 area remain elusive. Here, we investigated the mechanism
by which Brain-derived Neurotrophic Factor (BDNF)-mediated activation of the
Tropomyosin-related kinase B (TrkB) receptor, confers neuroprotection to CA3 area
in response to OGD-RP. In basal conditions, the blockade of TrkB accelerates the
suppression that OGD-RP caused on both, Mossy Fiber evoked excitatory
postsynaptic potentials and antidromic CA3 population spikes in acute hippocampal
slices. Hippocampal slices preincubated with BDNF or 7,8-DHF reverts the adverse
effects of OGD-RP. Furthermore, TrkB activation leads to phosphorylation of the
adapter proteins SHC and Gab as well as the serine/threonine kinase AKT, members
of the phosphoinositide 3-kinase/AKT pathway, a cascade involved in cell survival.
Hence, slices pretreated with the AKT antagonist MK2206 in combination with BDNF
did not exhibit a recovery of electrical activity following OGD-RP. At the cellular level,
CA3 pyramidal cells exhibited reduced propidium iodide uptake and caspase-3
activity in slices pre-treated with BDNF and exposed to OGD-RP. The
neuroprotective effect of BDNF-TrkB is a unique mechanism of CA3 area in
response to ischemic damage, the same experiments performed with CA1 area did
not exhibit any recovery during OGD-RP.

We conclude that the neuroprotective activation of TrkB receptor is due to an
intrinsic mechanism underlying the resilience of CA3 area in response to ischemic
damage that leads to the recuperation of electrical responses and decreases the

number of damaged cells.



1. Introduccion

1.1 Enfermedad vascular cerebral v su clasificacion

La enfermedad vascular cerebral (EVC) se define como el desarrollo r4pido
de sintomas clinicos indicativos de un trastorno local o generalizado de la funcién
cerebral, cuya persistencia es por 24 horas o0 mas, 0 que conducen a la muerte por
causa vascular (Organizaciéon Mundial de la Salud, OMS). El origen mas comun de
la EVC es la oclusion repentina de un vaso sanguineo por un trombo (Hofmeijer y
van Putten, 2012), seguida por la obstruccion con un émbolo o un derrame cerebral
(Lipton, 1999; Lui y Mccullough, 2014).

Segun su naturaleza, la EVC se clasifica en isquémica o hemorragica, con
una proporcién de aparicibn en humanos de 85% y 15%, respectivamente. La
isquemia se produce por la disminucion del aporte sanguineo cerebral de forma total
(isquemia global) o parcial (isquemia focal). A su vez, el proceso isquémico focal se
divide en accidente isquémico transitorio (AIT) e infarto cerebral. Mientras que el
infarto se produce cuando la isquemia cerebral es lo suficientemente prolongada en
el tiempo como para producir un area de necrosis tisular; el AIT es un episodio breve
de disfuncion neurolégica, con sintomas clinicos que duran menos de una hora, sin
evidencia de infarto en las técnicas de neuroimagen (Cantu-Brito y cols., 2011). La
hemorragia, por su parte, es la extravasacion de sangre dentro del encéfalo como
consecuencia de la rotura de un vaso. Segun su localizacion puede ser cerebral
(intraparenquimatosa o ventricular) o subaracnoidea.

Las secuelas asociadas a la EVC representan un problema de salud publica
y son la causa mas frecuente de incapacidad en adultos a nivel mundial. Sus
manifestaciones clinicas consisten en trastornos del lenguaje, déficit motor y
cognitivo, ceguera transitoria, entre otros (Liu, Sheng y Qin, 2009). Ciertas
afecciones y situaciones pueden aumentar el riesgo de sufrir un accidente
cerebrovascular. Al abordar estas situaciones con modificaciones del estilo de vida,
medicamentos u operaciones se puede disminuir el riesgo. En México, las lesiones
tipo isquémico (AIT e infarto cerebral) representan la segunda causa de muerte en

la poblacion econémicamente activa (Cantu-Brito y cols., 2011).



1.2 Mecanismos asociados al dafio isquémico

La muerte celular durante el dafio isquémico se caracteriza por un retraso
largo entre el dafio y la manifestacién del dafio celular. Temporalmente ha sido
clasificado en tres etapas: el desarrollo temprano, cambios en estructuras y
funciones criticas y muerte celular.

Algunos de los mecanismos asociados al dafio isquémico se resumen a
continuacion:

Durante la fase temprana del dafio isquémico la escasez de oxigeno tiene su
primer punto de ataque en la respiracion aerobia. Es decir, en la fosforilacion
oxidativa por las mitocondrias. A partir de este momento, se produce una caida de
la bomba de Na* (debido a la falta de sintesis de ATP). El Na* se acumula dentro
de la célula, mientras el K* sale al torrente sanguineo. Estos cambios ionicos
subyacen a alteraciones celulares como tumefaccion celular con pérdida de las
microvellosidades y de las crestas mitocondriales, formacion de depositos de
mielina y vacuolizacion como se resume en la Figura 1 (Kalogeris, Bao y Korthuis,
2014).

La célula entonces busca energia por via anaerobia. En esta etapa el
glucégeno se degrada para utilizar la glucosa, y poco a poco van disminuyendo las
reservas. Al mismo tiempo la célula se acidifica por la acumulacién de &cido lactico,
lo cual es el resultado final de la oxidacion anaerobia de la glucosa. Finalmente se
produce una alteracion y pérdida de los ribosomas que, junto con la falta de ATP
disminuye la sintesis de proteinas, con lo que se dificulta la movilizacion de los
lipidos (que van unidos a proteinas para su transporte), acumulandose dentro de la
célula (Lipton, 1999; Lui y Mccullough, 2014).

En este punto, las lesiones aun son reversibles. Sin embargo, si el tiempo
transcurrido de hipoxia persiste, se llega a lesiones irreversibles que conducen a la
muerte celular debido a:

» La afectacion de proteinas citoplasmaticas por liberacion de enzimas
lisosomales que autodestruyen la célula.

» El dafo en la integridad de la membrana plasmaética.



» Pérdida de fosfolipidos dado que aumenta su degradacion y
disminuye su sintesis por el aumento del Ca?* intracelular.
» Alteraciones en el citoesqueleto producidas por activacién de las
proteasas lisosomales.
» La presencia de radicales libres, producto de la degradacion y
degeneracion de las células.
En cuanto a los cambios morfolégicos se observa la proliferacién masiva del reticulo
endoplasmico, acumulacion del reticulo endoplasmico con lisosomas cerca del
nacleo, formacion de autofagosomas y un incremento en las proteasas lisosomales

y catepsinas, entre otras.
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Figura 1. Secuencia de acontecimientos de la lesion isquémica.

La hipoxia generada por el proceso isquémico reduce la produccion de ATP, la cual causa fallas en las bombas
electrogénicas permitiendo la acumulacién de cationes y la acidificacion intracelular por el cambio metabdlico
(aerbbico-anaerodbico). Ademas se lleva a cabo la activacion y regulacion hacia arriba de la expresion de
enzimas involucradas en la produccion de radicales libres (ROS) y fallas en la cadena transportadora de
electrones. Estos eventos son el escenario para la generacion de ROS cuando el oxigeno es nuevamente
incorporado durante la reperfusion. Los ROS actian como un estimulo inflmatorio para la infiltracién y activacion
de neutréfilos, células T y monocitos. Esto conduce a la producciéon de superéxido que magnifica el estrés
oxidativo y favorece la muerte celular por apoptosis y necrosis. La produccién de ROS post isquemia también
activa metaloproteasas de la matriz que conducen a la apertura del poro de transicion de permeabilidad
mitocondrial (MPTP) que contribuye al hinchamiento y lisis celular. Sin embargo, la produccién de ROS ocurre
a una tasa baja de produccién y esto no permite que sirvan como moléculas de sefializacion que participen en
la activacion transcripcional de factores de crecimiento y promuevan la proliferacion, diferenciacion y migracion
celular. El efecto final de esta sefializacion es la remodelacion del tejido y vasos sanguineos, incluso
angiogénesis. Tomado y modificado (Kalogeris, Bao y Korthuis, 2014).



Muerte celular

La muerte celular es un proceso activo derivado de una completa y

permanente inhibicion del metabolismo energético (Lipton, 1999). Esta puede ser
de dos tipos: no programada y programada (MCP, muerte celular programada). La
MCP ocurre de manera fisioldgica, particularmente en el desarrollo embrionario;
pero también puede producirse por estimulos externos. A diferencia de la no
programada, la MCP involucra la participacion activa del metabolismo celular y se
caracteriza por el mantenimiento de las membranas celulares intactas, permitiendo
asi su eliminacion por fagocitosis (Lipton, 1999; Mehta, Manhas y Raghubir, 2007).
La MCP puede ser de dos tipos: apoptética y autofagica.
La apoptosis, desde el punto de vista morfolégico, se caracteriza por la
desintegracion del citoesqueleto, compactacion y fragmentacion de la cromatina,
condensacion citoplasmatica, fragmentacion nuclear y formacion de dilataciones
globulares que derivan en la formacion de cuerpos apoptéticos. Estos Gltimos son
fagocitados y digeridos por las células adyacentes. Desde el punto de vista
bioquimico, consiste en la fragmentacidon del DNA, activaciéon de caspasas,
exposicion de fosfatidilserina al exterior celular, sintesis de proteinas pro-
apoptoéticas (como Bax), asi como enzimas como COX-2 e iNOS, culminando con
la muerte celular (Choi, 1992; Nagayama y cols., 1999; Sattler y Tymianski, 2001).
Durante el evento isquémico existen muchas de estas condiciones haciendo
inespecifica su activacion.

La muerte por autofagia comprende la formacién de autofagosomas que son
producto de la fusibn de lisosomas con vesiculas en regiones cercanas al
citoplasma, los cuales usualmente incluyen organelos. Estos parecen proliferar, ya
gue presentan nucleos picnoéticos y poco densos. Estas estructuras estan rodeadas
por mdultiples membranas que contienen organelos y catepsinas. Se ha
documentado que durante este proceso hay alteraciones en la integridad y
transporte membranal, dafio mitocondrial (inhibicion de la fosforilacion oxidativa,
apertura del poro mitocondrial y produccién de radicales libres).

La muerte celular no programada o necrosis solo ocurre por un dafio externo

y no hay elaboracion de nuevas estructuras; por lo tanto no es considerada como



un proceso fisiologico. Es identificada morfologicamente por dos tipos de cambios
morfolégicos, el primero incluye una reduccion dramética en el tamafio celular y se
vuelve electrodensa. La segunda variacion morfoldégica menos frecuente incluye un
cambio edematoso y los organelos pierden su forma, el citoplasma se aprecia casi
transparente y la membrana celular no es regular y presenta algunas interrupciones.
Esta es activada en respuesta a niveles altos de especies reactivas de oxigeno
(ROS) y del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a). Esta es favorecida en un
ambiente proinflamatorio y estrés oxidativo que ejercen un efecto inhibidor sobre la

accion de las caspasas y la falta de produccién energética.

1.3 Modelos de estudio para la isguemia

El estudio del dafio celular inducido por el proceso isquémico ha sido
abordado con diversos modelos experimentales in vivo e in vitro. Las tres principales
clases de modelos comprenden la isquemia global, la focal o la hipoxia-isquemia.
Las caracteristicas de estos abordajes experimentales se resumen en la Tabla 1.

Los modelos in vivo utilizan principalmente roedores y se basan en la
oclusion vascular para disminuir la irrigacion cerebral, esta es clasificada como
global cuando se reduce de manera completa la irrigacion (<3% del flujo sanguineo)
o focal (ndcleo isquémico <15%, penumbra <40% del flujo sanguineo) si se realiza
la oclusion especifica de un vaso sanguineo, 0 en otros casos la combinacion de la
oclusion con asfixia (modelo de hipoxia-isquemia) (Nitsch y cols., 1989; Lipton,
1999; Schmidt-Kastner y Freund, 1991; Aguilar-Alonso y cols., 2008). El uso de
modelos animales permite estudiar las alteraciones que se generan durante la
isquemia a diferentes tiempos de reperfusion, con ello se puede estudiar de forma
precisa cambios electrofisioldgicos, histolégicos, bioquimicos, funcionales vy
conductuales asociados al dafio isquémico.

Respecto a los modelos in vitro, éstos utilizan rebanadas frescas, cultivos
organotipicos o células disociadas. En estas preparaciones la isquemia ha sido
mimetizada exitosamente mediante la exposicion controlada de anoxia (ausencia
de oxigeno), blogueadores de la cadena respiratoria (Citrocromo C) o isquemia

(supresion de glucosa y oxigeno) (Zhao y Flavin, 2000; Xie y cols., 2007; Zhang y



cols., 2009; Ziobro, Deshpande y DelLorenzo, 2011). Estos modelos han expuesto
las alteraciones celulares que subyacen a los procesos patofisiolégicos asociados
a la isquemia. Las alteraciones observadas in vitro se replican en los modelos in
vivo (Lipton, 1999; Zhao y Flavin, 2000; Ziobro, Deshpande y DelLorenzo, 2011), lo
gue ha facilitado el desarrollo de terapias a individuos con infarto cerebral.

Uno de los modelos in vitro mas utilizado para el estudio del proceso
isquémico es la privacion transitoria de oxigeno y glucosa (Oxigen and Glucose
Deprivation, OGD por sus siglas en inglés). Este modelo consiste en la exposicion
controlada de los tejidos o cultivos a una solucién de liquido cefalorraquideo artificial
(LCRa) en la que se sustituye el contenido de D-glucosa con una concentracion
equimolar de sacarosa y se remplaza el oxigeno por una mezcla de nitrégeno, con
el fin de simular las condiciones que se presentan durante la isquemia (Gee y cols.,
2006; Xie y cols., 2007; Jones, Novak y Elliott, 2011). Este modelo, ademas de
reducir los tiempos de exposicidn isquémica, tiene el beneficio adicional de que
permite determinar las alteraciones electrofisioldgicas asociadas a los periodos en
qgue los circuitos neuronales estan desprovistos de intermediarios energéticos vy
oxigeno, siendo de gran utilidad para explorar los mecanismos que se activan

durante el proceso isquémico.

Tabla 1. Caracteristicas de los principales modelos empleados para el estudio de la isquemia.
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1.4 Reqgiones susceptibles al dafio isqguémico

Estudios previos han demostrado que el proceso isquémico afecta de forma
diferencial a las regiones cerebrales, encontrandose mayor susceptibilidad en la
corteza, el hipocampo y el estriado. La afectacion selectiva de estas regiones
correlaciona con la disminucion de procesos cognitivos y motores que presentan los
pacientes. Es importante mencionar que dentro de estas regiones, el dafio
isquémico también es selectivo. Por ejemplo, el proceso isquémico dentro del
hipocampo, demostré6 que sus diferentes regiones que lo conforman presentan
diferente grado de dafo ante la isquemia, siendo mas vulnerable el area CA1,
seguida de CA3y el DG.

1.5 Hipocampo

El hipocampo es una de las dreas méas estudiadas del sistema nervioso
central de los mamiferos. Su nombre obedece a la forma del hipocampo humano
cuya estructura asemeja un caballito de mar; ademas de ser una estructura facil de
identificar y estar involucrada en procesos de aprendizaje y memoria (Scoville y
Milner, 1957). Etimolégicamente proviene del griego hippo que significa “caballo” y
kampos que significa “monstruo acuatico”. En algunos otros casos el hipocampo se
le llama Asta de Ammon (Cornu Ammonis; debido al dios egipcio Ammon que es un
carnero). El hipocampo es una estructura del sistema limbico ampliamente

relacionada con varios nucleos del sistema nervioso central entre los cuales se
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encuentran; la corteza media prefrontal, NAc, amigdala y area ventral tegmental,
que en conjunto forman el sistema mesocorticolimbico que esta implicado en la
regulacién de conductas motivadas.

Estructuralmente esta conformado por un grupo de regiones incluidas en el
sistema limbico llamado cominmente formacidén hipocampal; que incluyen el giro
dentado (DG), el hipocampo, el subiculo (S), el presubiculo (PrS), el parasubiculo
(PaS) y la corteza entorrinal (EC) como se muestra en la Figura 2. El hipocampo
propiamente dicho puede dividirse de acuerdo con la terminologia de Lorente de N6
en tres regiones (CA1l, CA2 y CA3). La region CA2 originalmente fue descrita por
Lorente de NO, y es una region intermedia entre CA1 y CA3, con largos cuerpos

celulares como las de CA3 pero no reciben inervacion de las fibras musgosas como

la region CAL.

Figura 2. Tincion de Nissl de una
seccion horizontal de la formacion
hipocampal.

Las regiones oscuras son somas
tefiidos. La region acelular contiene
dendritas de las neuronas
hipocampales y axones de origen
intrinseco y extrinseco. El giro dentado
(DG) tiene tres capas: la capa
molecular (m), la capa de neuronas
granulares (g) y la capa de neuronas
polimérficas (pl). El hipocampo es

dividido en tres regiones CA3, CA2 y

b S CAl. La capa ocupada por dendritas
stratum oriens (SO), esta seguida por la capa piramidal (SP), la capa
celular superficial o stratum radiatum (SR) y el stratum lacunosum-moleculare (L-M) donde se ubica la dendrita
apical. El subiculo (S), presubiculo (Prs), parasubiculo (PaS) y la corteza entorrinal (EC) también estan
ilustrados. La fimbria (f) consiste en un gran nimero de fibras afrentes y eferentes. El conjunto angular (ab) es
una region de fibras en la cual las fibras de la via perforante viajan de la corteza entorrinal a otros campos de

la corteza entorrinal. (Amaral y Witter, 1989).

Cada region involucra la interaccion de neuronas principales (excitadoras) y
accesorias (inhibidoras) que modulan la actividad de las principales para mantener
su actividad dentro de niveles fisioldgicos (Freund, 2007; Campanac y cols., 2013).
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Sin embargo, durante procesos de aprendizaje este balance se pierde
transitoriamente, originando procesos de plasticidad de largo y corto plazo; es decir,
gue se construyen nuevos circuitos neuronales (Bliss y Collingridge, 1993). Por lo
tanto estos procesos de plasticidad son propuestos como el mecanismo celular que
subyace a los procesos de aprendizaje y memoria (Martinez y Derrick, 1996).

El DG estd compuesto principalmente por las neuronas granulares ubicadas
en la capa granular. Estas son definidas como monopolares de acuerdo a su
morfologia y su arbol dendritico se extiende hacia la capa molecular. Por otra parte
su axon conocido como fibras musgosas se extiende en direccion opuesta para
inervar a la regiéon CA3.

Las neuronas del hipocampo se encuentran organizadas en una capa
laminar denominada stratum pyramidale (sp), exhiben arboles dendriticos
elaborados que se extienden perpendicularmente a la capa celular en ambas
direcciones y son consideradas como neuronas multipolares, cominmente son
llamadas neuronas piramidales debido a su soma con forma de pirdmide. Hay
referencias de diferentes tamafios entre las neuronas piramidales de CAl1 y CAS3;
esto se debe a sus diferentes conexiones sinapticas. Las dendritas de las neuronas
piramidales estan cubiertas con espinas lugar donde las sinapsis tienen lugar.

La ventaja de estudiar los circuitos neuronales que conforman al hipocampo
reside en que solo presentan una capa de células principales; ademas, las fibras
aferentes que provienen de diferentes regiones terminan organizadas en sus
distintas capas sin sobrelapamiento, esto permite el estudio especifico de alguna
sinapsis (Forster, Zhao y Frotscher, 2006). Aunado a este fendmeno se sabe que la
transmision de la informacidén de las vias excitadoras dentro del hipocampo es
unidireccional. Esto implica que la activacion de la EC involucra la activacion de
regiones adyacentes que dan origen al circuito trisinaptico del hipocampo (ver
Figura 3) (Andersen, Bliss y Skrede, 1971). Por lo tanto, cualquier interrupcion en el
flujo de informacion dentro del circuito irrumpe la formacién del aprendizaje y la
memoria; aunque se ha observado que las lesiones focales no afectan
completamente, puesto que estas regiones estan conectadas de forma directa e
indirecta (Blackstad, 1956; Steward, 1976).
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Figura 3. Circuito trisinaptico clasico.

1.-La informacién viaja de la capa Il de la corteza entorrinal hacia la capa granular del giro dentado activando a
las células granulares a través de la via perforante. 2.- La activacion de las células granulares envia la
informacién al stratum lucidum activando a las células piramidales de la regibn CA3 mediante las fibras
musgosas. 3.- A su vez la regién de CA3, a través de la colateral de Schaffer, envia la informacion a la region
CAl. 4.- Las neuronas piramidales de la region CAl envian la informacioén hacia el subiculo via alveus y
finalmente ésta regresa a la capa V de la corteza entorrinal. Tomado de Neves, Cooke y Bliss, 2008.

1.5.1 Sinapsis de las fibras musgosas-CA3

La sinapsis de las fibras musgosas-CA3 se debe a la interaccién quimica y
eléctrica entre las células del giro dentado y sus neuronas blanco ubicadas en la
region CA3 del hipocampo. Posee terminales presinapticas grandes que incluyen
multiples sitios de liberacion ubicados en la porcién proximal del arbol dendritico de
las neuronas piramidales (sl) (Amaral y Witter, 1989; Blackstad y Kjaerheim, 1961;
Urban, Henze y Barrionuevo, 2001); por lo tanto, ejerce un papel importante en la
excitabilidad de las mismas. Se denomina a esta sinapsis como detonante o
maestra en referencia a que una sola sinapsis es capaz de generar el disparo de
una neurona piramidal y asi instruir la entrada de informacién al hipocampo
(McNaughton y Morris, 1987; Rolls y Treves, 1994). Sin embargo, se sabe que las
neuronas piramidales no son el Unico blanco de las fibras musgosas; y éstas hacen
contacto con interneuronas de forma preferencial. Se propone que cada célula

granular contacta con 15 neuronas piramidales mediante botones musgosos, y con
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50 interneuronas por medio de terminaciones en passant y extensiones filipodiales
(Acsady y cols., 1998).

Funcionalmente, la sinapsis fibras musgosas-CA3 esti asociada a la
memoria de trabajo, separacién de patrones, la adquisicion de nueva informacion
espacial (escenas, espacio, cambios en el medio) (Hagena y Manahan-vaughan,
2005), entre otros. Esta es una sinapsis de baja probabilidad de liberacién, debido
a los niveles bajos de disparo de las células granulares (Jung y McNaughton, 1993).
Como consecuencia presenta una marcada facilitacion por pulso pareado y por
frecuencia, fendmenos conocidos como mecanismos de plasticidad a corto plazo
(Salin y cols., 1996), que participan en la integracion de la informacion. Ambos
fenémenos dependen de la concentracion de Ca?* (Regehr, Delaney y Tank, 1994)
y al nimero de zonas activas en la terminal presinaptica (Chamberland, Evstratova
y Téth, 2014). Una de las caracteristicas principales de las MF es su abundante
expresion del receptor metabotropico de glutamato del tipo 2 (mMGLUR2), que
funciona como autoreceptor, por ende la activacién del mismo suprime la liberacion
de glutamato.

En cuanto a los procesos de plasticidad de largo plazo (LTP) de esta region,
se propone que la LTP depende de la activacion de receptores opioides W. Los
péptidos opiodes son coliberados de las fibras musgosas y su liberacion depende
de la frecuencia de estimulacién (Jin y Chavkin, 1999; Martinez, Do y Derrick, 2011),
y de la activacion de receptores de tipo AMPA y del receptor MGIUR5 (Hagena y
Manahan-vaughan, 2005). Esto se ha observado durante periodos de actividad
repetida de las células granulares, por ejemplo, durante la actividad exploratoria
(Martinez y Derrick, 1996). La exposicidn a nuevos espacios o cambios de escenas
facilitan la entrada especifica de LTP; en contraste, la exploracion de un nuevo
espacio favorece la depresion a largo plazo (LTD) (Hagena y Manahan-vaughan,
2005).

1.5.2 Sinapsis de la colateral de Schaffer-CA1

La sinapsis de la colateral de Schaffer-CA1l involucra los axones que vienen

de la region CA3 denominados colaterales de Schaffer (Sch) y las neuronas
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piramidales de la regiéon CAL. Esta sinapsis esta asociada funcionalmente con la
formacion de nuevas memorias.

Los procesos de plasticidad a largo plazo LTP y LTD en esta region
dependen de la actividad del receptor NMDA, que actia como un detector de
coincidencia molecular y que requiere una despolarizacion de la membrana para
remover el bloqueo de Mg?* y la unién de glutamato al mismo tiempo (Bliss y
Collingridge, 1993; Salin y cols., 1996). La LTP involucra un incremento en la
entrada de Ca?* a través del receptor NMDA. Este actlia como segundo mensajero
para activar a la CaMKIl y a PKC (Malenka y cols., 1989). Posteriormente estas
cinasas activan a sus blancos en la via de sefalizacibn como a los receptores
AMPA, resultando en un aumento en el trafico e insercion de estos receptores
favoreciendo su activacion. Experimentalmente se ha demostrado que la activacion
de los receptores de tipo NMDA esta asociada con procesos de aprendizaje; ya que
el blogueo farmacoldgico del receptor con D-APV dafa el aprendizaje en el laberinto
acuatico de Morris (Morris y cols., 1986).

1.6 Hipocampo e isguemia

Se ha reportado que el dafio isquémico tiene un efecto diferencial, incluso
dentro de una misma regién cerebral (Pulsinelli, 1985; Graham y cols., 1992). Una
de las estructuras donde podemos observar este fendmeno es el hipocampo
(Schmidt-Katsner y Freund, 1991). La literatura reporta que las neuronas de la
region CA1 son altamente sensibles al dafio isquémico, mientras que las neuronas
localizadas en el DG y la regiébn CA3 se consideran resistentes a la isquemia,
considerando el tiempo de muerte post-isquemia (Choi y Rothman, 1990; Schmidt-
Katsner y Freund, 1991; Howard y cols., 1998). Los principales hallazgos
experimentales se enlistan en la Tabla 2.

Una posible explicacion reside en el tipo de receptores de glutamato
expresados en el hipocampo. Sobre esto, la literatura indica que en la region CA1
la transmision sinptica estd mediada principalmente por receptores NMDA.
Mientras tanto, en las regiones CA3 y DG, la transmisibn es mayormente por

receptores AMPA y Kainato (Harris y Cotman, 1986). Durante afios el dafio
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isquémico ha sido asociado con una sobreactivacion de los receptores de glutamato
tipo NMDA (excitotocixidad); por lo cual se ha postulado que la resiliencia natural de
las regiones CA3 y DG, es consecuencia de la baja densidad de este tipo de
receptores. Ademas, se ha reportado que hay diferencias en el metabolismo de

estas regiones que incluyen diferencias en la sintesis de proteinas.

Tabla 2. Condiciones reportadas durante o posterior al periodo isquémico en las regiones CA3 y CA1 del
hipocampo.

Region CA1 Region CA3
Incremento en los niveles del RNAmM Sintesis de proteinas de genes de
de caspasa expresion temprana

Depresion de la sintesis de proteinas Sintesis de BDNF

Pérdida de BDNF y PIP, PIP2 Sintesis e incremento de TrkBIn
Recuperacion lenta del pH Sinteis de Bcl-2
Pérdida permanente de ubiquitina Sintesis de proteinas de Shock térmico

Vulnerabilidad a radicales superéxido
Elevacion de acidos grasos libres
Acumulacion de Zinc

Incremento de Ca?* intracelular

Disminucion de la actividad de CaMKII

1.7 Factores neurotroficos

Es bien conocido que las células secretan una gran cantidad y variedad de
sustancias que regulan sus funciones incluyendo hormonas, citosinas,
neurotransmisores y factores neurotroficos. Los factores neurotroficos o
neurotrofinas son una familia de proteinas del desarrollo del sistema nervioso, que
influyen en procesos de plasticidad, diferenciacion, supervivencia y muerte celular
(Nagappan y Lu, 2005).

En mamiferos, la familia de neurotrofinas incuye al factor de crecimiento
nervioso (NGF), el factor neurotroéfico derivado del cerebro (BDNF), la neurotrofina

3 (NT3), la neurotrofina 4 (NT4) y la neurotrofina 5 (NT5). Sus acciones troficas son
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mediadas principalmente por los receptores de la familia Trk (A, By C). Los efectos
del NGF son mediados por el receptor TrkA, la NT3 activa al TrkC con mayor
afinidad y finalmente el BDNF, NT3 y NT4/5 ejercen sus efectos al activar el TrkB.
Cuando el ligando se une a su receptor, este se dimeriza y ocurre la
transfosforilacion de los residuos de tirosina intracelulares lo conlleva a la activacion

de vias de sefializacion como Ras/Raf/MAPK (Sommerfeld y cols., 2000).

1.8 Factor neurotréfico derivado del cerebro

El BDNF es la neurotrofina mas estudiada del sistema nervioso central.
Historicamente fue aislada del cerebro de cerdo gracias a su accion de promover la
supervivencia de neuronas del ganglio de la raiz dorsal (Barde, Edgar y Thoenen,
1982). Estructuralmente comparte gran homologia con el NGF y su estructura ha
sido conservada durante la evolucion, ya que la forma madura es idéntica en el
cerdo, rata y raton.

El BDNF es expresado abundantemente en el sistema nervioso central,
especialmente en la formacion hipocampal (Beck y cols., 1994; Kokaia y cols., 1996;
Spencer-Segal y cols., 2011), corteza cerebral y complejo amigdalino (Murer, Yany
Raisman-Vozari, 2001). Se sabe que la forma inmadura (pro-BDNF) y madura
(BDNF) activan una gran cantidad de receptores y vias de sefializacion
intracelulares que modulan procesos de plasticidad, crecimiento axonal y dendritico,
sobrevivencia y muerte celular. EI BDNF es sintetizado como un precursor
glucosilado que es convertido a su forma madura de forma postraduccional. El pro-
BDNF es rapidamente convertido a BDNF de forma intracelular y no de forma
extracelular como se proponia anteriormente (Matsumoto y cols., 2008).

Se sabe que la activacion sinaptica de receptores glutamatérgicos de tipo
AMPA y NMDA incrementa la expresion de BDNF, el cual se acumula en las
neuronas y es secretado ante la estimulacion repetida (Lauterborn y cols., 2000;
Matsumoto y cols., 2008). En el hipocampo, la regulacion de la respuesta sinaptica
para la liberacibn de BDNF solo ocurre cuando las neuronas presinapticas son
estimuladas de manera repetida a frecuencias mayores a 50 Hz y solo en sinapsis

activas (Nagappan y Lu, 2005).
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Por otro lado, el BDNF no sélo activa al receptor TrkB, sino también al
receptor p75 con diferente afinidad, mostrando mayor afinidad por el TrkB (K4 ~10
11M), en comparacion al p75 (Kq ~10°M). Cuando ambos receptores se encuentran
expresados, la afinidad del BDNF por su receptor TrkB incrementa (Murer, Yan y
Raisman-Vozari, 2001). La expresion de este receptor ha sido detectada en
terminales axonicas, espinas dendriticas de neuronas piramidales y células
granulares en el hipocampo (Drake, Milner y Patterson, 1999; Pereira y cols., 2006).

La activacion del TrkB por su ligando endégeno (BDNF) desencadena varias
vias de sefalizacion rio abajo. Estas incluyen a MAPK, PI3K/AKT, JAK/STAT y
PLCyl. Dentro de las vias que han sido asociadas directamente a la supervivencia
celular se encuentran la via de ERK y PIBK/AKT (Leal, Bramham y Duarte, 2017).
La activacion del receptor y sus vias de sefializacion se resumen en la Figura 4.

La union del BDNF a su receptor TrkB se da en los residuos de aminoacidos
103-118, un motivo rico en leucina, el dominio Ig2 y CC2 del receptor; esta union
favorece su dimerizacion y la autofosforilacion de sus residuos de tirosina en el
dominio intracelular (Tyr 515, Tyr 816), que activa las vias de sefializacion rio abajo
(Haniu y cols., 1997). La autofosforilacion de estos residuos de tirosina sirve de
anclaje a proteinas accesorias que inician la cascada de sefalizacion Shc y PLCy
respectivamente. La forma fosforilada de Shc recluta a GRB2 y al factor de
intercambio de guanina (SOS), resultando en la activacién de la via Ras-MAPK.
Esta via esta acoplada a la activacion de elementos de respuesta a AMP ciclico
(CREB), que incrementa la transcripcién de genes de supervivencia esenciales y
otros blancos. Esta via de sefializacion es requerida para la induccion de LTP en el
DG in vivo.

Ademas, la fosforilacion en el residuo de tirosina 816 recluta a la PLCy1 que
es fosforilada por el receptor activo. PLCy1 hidroliza al fosfatidil-inositol 4,5 bifosfato
(PIP2) para generar inositol 1,4,5,-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). A su vez el
IP3 favorece la liberacion de Ca?* de los reservorios intracelulares, el Ca?* liberado
activa enzimas dependientes de Ca?* como la Ca?*/Calmodulina cinasa. Esta via de

sefalizacion controla la expresion y la actividad de diversas proteinas como canales
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ionicos, factores de transcripcion involucrados en procesos de plasticidad en la
sinapsis CA3-CAL.

Finalmente, la activacion de Shc también est4 acoplada a la otra via de
sefalizacion mediante la activacion de GRB2 y otras proteinas adaptadoras (Sos,
GAB1). La via de sefalizacion PI3BK/AKT/mTOR esta bien caracterizada y es
reconocida por jugar un papel importante en la funcién celular normal, incluyendo el
balance energético y nutricional, sintesis de proteinas y el control de crecimiento en
mamiferos (Owonikoko y Khuri, 2013). PI3K pertenece a una familia de lipidos y
protein-cinasas que son activadas por receptores asociados a tirosina-cinasas, su
funcién recae en la formacion de fosfatidil inositol 3, 4, 5- trifosfato (PIP3). PIP3
actlia como segundo mensajero y media la activacion de la cinasa PDK1 y AKT para
la supervivencia y crecimiento celular, es regulada negativamente por PTEN
mediante su defosforilacion.

AKT puede ser fosforilada por PDK1, PDK2 o por PI3K directamente (Horn y
cols., 2005). La forma activa de AKT media sus efectos anti-apoptoticos mediante
la fosforilacion de proteinas como Bad, caspasa-9, factores de transcripcion como
FOXO e inhibe su habilidad para induccién de la expresién de genes de muerte,
GSK3p y factores de supervivencia celular como: NF-kB y CREB (Horn y cols.,
2005; Wu y cols., 2014), mediante la activacion de la diana de rapamicina de células
de mamifero (IMTOR). mMTOR es una cinasa de serina-treonina, que actia como un
regulador de la sintesis de proteinas involucradas en el crecimiento y supervivencia
celular. Esta puede ser activada de forma dependiente de la via Ras/MEK/Erk (Karar
y Maity, 2011).

Por otra parte AKT incrementa la sefalizacion de HIF-1 mediante el
incremento de los niveles de proteina de HIF-1a que es estable en condiciones de
hipoxia, posteriormente HIF-1a se une a la subunidad 3, el complejo resultante se
une a numerosos promotores que contienen elementos de respuesta a hipoxia
(HREs), favoreciendo la transcripcién de docenas de genes como el factor de
crecimiento vascular-endotelial (VEGF), BDNF y su receptor TrkB (Martens y cols.,
2007; Karar y Maity, 2011; Stegeman y cols., 2016). El factor de Hipoxia inducible 1

(HIF-1) es una importante via de sefalizacion para la supervivencia celular, induce
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la transcripcion de numerosos genes que regulan la proliferacion celular,
angiogénesis, metabolismo de la glucosa y apoptosis (Harris, 2002). Ademas AKT
promueve la supervivencia hipocampal mediante la inhibicion de la actividad de p53,
gue se sabe favorece la expresion de genes de muerte y proteinas pro-apoptoticas
como BAX (Brunei y cols., 2011).

Se sabe que hay una regulacion a la baja de la sefializacion del TrkB después
de su activacion con BDNF en cultivos corticales y neuronas hipocampales,
mediante la endocitosis del receptor, fenomeno reflejado como una deficiencia de
la hidrolisis de fosfatidilinositol o una disminucion de la fosforilacion de la fosfolipasa
(PLCy) (Sommerfeld y cols., 2000).

(a) @D

Cytoskeletal changes,
‘ ‘ ‘ neurite outgrowth

Survival Death Survival,
inflammation

Nature Reviews | Neuroscience

Figura 4. Vias de sefializacion acopladas a la activacion del receptor TrkB.

El receptor TrkB esta involucrado en la sefializaciéon de diferenciacion y supervivencia celular a través de la
activacion de ERK, PI-3-K y PLCy. Los miembros de la familia Trk reclutan e incrementan la fosforilacion de
PLCyy Src, esto permite la activacion de PI3K y ERK. El receptor p75 activa de forma predominante a NF-kB y
JNK y modula la actividad de RhoA. Estas respuestas son mediadas por proteinas adaptadoras que se unen
en el dominio citoplasmatico del receptor incluyendo NRIF, NADE, NRAGE, SC1y RIP2, que promueven efectos

en procesos como apoptosis, supervivencia, crecimiento dendritico. Tomado de Chao, 2003.
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En cuanto a sus efectos bioldgicos se ha demostrado que es capaz de
modular efectos de plasticidad de largo plazo como la LTP en el hipocampo sin
afectar la LTD (Matsumoto y cols., 2008). Por otra parte se ha observado que el
MRNA del BDNF incrementa durante algunos eventos como: convulsiones,

actividad epileptiforme, entre otros.

1.9 Factor neurotroéfico derivado del cerebro e isquemia

Otra explicacion asociada a la susceptibilidad diferencial en el hipocampo,
esta asociada a las condiciones que se generan en dichas regiones del hipocampo
post-isquemia. En la region CA1 se ha reportado un incremento en la expresion del
MRNA de capasas (enzimas involucradas en el proceso de muerte celular
programada), disminucién de sintesis de proteinas, pérdida del BNDF (Pandya,
Kutiyanawalla y Pillai, 2013; Park y Poo, 2013; Bekinschtein, Cammarota y Medina,
2014; Van Kanegan y cols., 2014; Shi, 2015); mientras que en las regiones CA3 y
DG se ha reportado sintesis de genes de expresion temprana, sintesis de BNDF
(Almeida y cols., 2005) y proteinas anti-apoptéticas como Bcl-2 (Lipton, 1999).
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2. Justificacion

El estudio experimental de la isquemia cerebral permite reproducir eventos
isquémicos que ocurren en humanos, haciendo posible estudiar los mecanismos
que llevan a la muerte celular. Por otro lado, también se conoce que el hipocampo
es una de las areas mas vulnerables tras un evento isquémico. Sin embargo, su
dafio es selectivo, afectando principalmente a las neuronas localizadas en la region
CA1l, pero no a las neuronas de CA3. Un creciente numero de publicaciones
cientificas ha descrito la vulnerabilidad de CA1, asi como los mecanismos que
subyacen al dafio por isquemia en el hipocampo. No obstante, el proceso isquémico
en CA3, asi como los mecanismos responsables de su proteccion relativa (como la
sintesis y liberacién del factor neurotréfico derivado del cerebro) son poco
conocidos. La busqueda de estos mecanismos, justifica la ejecucion del presente
trabajo, el cual describe el papel que juega la activacion de TrkB en la resistencia

de las regiones CA3 y CA1l ante el dafio isquémico.
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3. Hipotesis

Si la activacion del receptor TrkB con BDNF juega un papel activo en la
resiliencia ante el dafio isquémico, entonces su activacion, previa a la privacion de
oxigeno y glucosa revertira el efecto inducido por OGD en las regiones CAl y CA3

del hipocampo.

4. Objetivos

General
Determinar si la activacion del receptor TrkB juega un papel activo en la
resistencia natural de las regiones CA3 y CAl del hipocampo ante el dafio

isquémico, e identificar la via de sefalizacion involucrada.

Particulares

1. Caracterizar el efecto de la privacion de oxigeno y glucosa sobre la
transmision sinaptica en la region CA3 y CA1 de hipocampo.

2. Determinar si la activacion del receptor TrkB previene la desaparicion de la
respuesta sindptica evocada de la regibn CA3 del hipocampo durante la
privacion de oxigeno y glucosa a través de la evaluacion de:

A. Participacion enddgena de la activacion del TrkB.
B. Activacién de TrkB (BDNF o 7,8-DHF).
C. Activacion/blogueo de TrkB.
3. Determinar dafio y muerte celular como resultado de la privacién de oxigeno

y glucosa, asi como los tratamientos que presentaron recuperacion posterior.
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5. Material y métodos

Se utilizaron ratas macho de la cepa Sprague Dawley (SD) de cuatro
semanas de edad, provenientes del bioterio del Cinvestav, las cuales fueron
anestesiadas intraperitonealmente (i.p) con una sobredosis de pentobarbital sddico
(50mg/kg), y sacrificadas por decapitacion para la extraccion del cerebro. Los
hemisferios cerebrales fueron separados y posteriormente fijados en la plataforma
de un vibratomo (Leica VT1000S). De los hemisferios, se obtuvieron rebanadas
horizontales del hipocampo de 385 ym de grosor. Posteriormente, las rebanadas
fueron incubadas en una solucién de recuperacion (125 NacCl, 2.5 KCI, 2 NaH2POa,
25 NaHCOs, 10 glucosa, 1 CaCl: y 4 MgCl2 en mM), y se mantuvieron con gaseo
(95% O2 / 5% CO2) y temperatura (33 + 2 °C) constantes durante 30 minutos,
seguidos de 60 minutos a temperatura ambiente.

5.1 Privacién de oxigeno vy glucosa

Para mimetizar el proceso isquémico se sustituyé el LCRa durante 10
minutos, por una solucion libre de oxigeno y glucosa (OGD, privacion de oxigeno y
glucosa por sus siglas en inglés); en la cual la glucosa fue sustituida con 10 mM de
sacarosa y gaseada continuamente, por al menos 1 hora previa al experimento con
una mezcla de 95%N2/ 5%CO-. Durante la perfusion, esta solucion se burbujeé de

manera continua con la mezcla de nitrégeno.

5.2 Farmacos

Los siguientes compuestos fueron adquiridos en sigma Aldrich: factor
neurotrofico derivado del cerebro (BDNF), 7,8-Dihidroxiflavona (7,8-DHF),
monoetanolato U0126, Dimetilsulfoxido (DMSO), N-[2-[[(Hexahidro-2-ox0-1H-
azepin-3-yl)amino] carbonyl]fenil]-benzo[b]tiofeno-2-carboxamida (ANA-12) vy
yoduro de propidio (PI). El DCG-IV (2S,1'R,2'R,3'R)-2 (2,3Dicarboxycyclopropyl
glycine) y KN-93, fueron adquiridos en Tocris. El MK-2206 2HCI fue adquirido en
Selleck Chemicals (Houston, TX). El 7,8-DHF, ANA-12, UO126, MK-2206 2HCI y PI

fueron disueltos en DMSO con una concentracion final menor o igual a 0.01% del
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volumen final. Los farmacos restantes y alicuotas fueron disueltos en LCRa antes

de iniciar los registros y protegidos de la luz en caso de ser necesario.

5.3 Anticuerpos

Para el analisis de muerte celular e identificacion de neuronas en las regiones
de interés se utilizé los anticuerpos anti-Caspasa-3 (Conejo) de Cell Signaling y anti-
NeuN (Mouse) de Merk Millipore. Como control positivo de apoptosis, se incubaron
rebanadas con NMDA durante 30 min. Como control negativo, se seleccionaron
rebanadas de forma aleatoria y se procesaron en ausencia de los anticuerpos
primarios. Para observar la marca correspondiente a estos anticuerpos, las
rebanadas fueron incubadas con los anticuerpos secundarios Cy5 anti conejo y

Alexa Fluor 488 anti raton (1:700) de Invitrogen.

5.4 Reqistros electrofisioldgicos

Concluido el tiempo de incubacion, se procedié a realizar los registros
electrofisiolégicos. Para ello, se transfiri6 una rebanada fresca a la camara de
registro. Esta rebanada fue perfundida con liquido cefalorraquideo artificial (LCRa)
con la siguiente composicion (en mM): 125 NaCl, 3 KCI, 1.25 Na2HPO4, 25 NaHCOs,
2 CaClz2, 2 MgCl2, 10 glucosa), velocidad constante (4 ml/min), temperatura
controlada (30x1 °C) y gaseo continuo (95%0:2 / 5%CO2) durante el experimento.

Para cada region, se colocaron dos electrodos de estimulacion. Dichos
electrodos se fabricaron con dos alambres de nicromo con recubierta aislante de 50
pm de grosor. Mediante un estimulador Master-8 (AMPI Tech) y una unidad de
aislamiento (A365, World Precision Instruments), se aplicaron dos pulsos cuadrados
de corriente de 100 -110 pseg duracion, con un intervalo inter estimulo de 60 ms 'y
con una frecuencia de estimulacion de 0.06 Hz para cada via. Se utilizé un
amplificador Dagan BVC-700A acoplado a un headstage con una ganancia
adicional de 100x para la visualizacion de sefales. Las respuestas
electrofisiolégicas de cada region fueron grabadas mediante un software de
adquisicién escrito en LabView 7.0 (National Instruments). Durante los registros, el

ruido eléctrico (50/60 Hz) se elimind con un filtro externo (Humbug; Quest Scientific).
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Para los registros extracelulares de la region CA3, el primer electrodo de
estimulacion se colocé en la zona del hilus del DG para evocar potenciales
postsindpticos excitadores de campo (MF fEPSP). El segundo electrodo fue
colocado en la fimbria o directamente sobre el stratum pyramidale en el limite de las
regiones CA3a-CAb, donde se evocaron espigas poblacionales antidromicas (PS;
por sus siglas en inglés y representan la suma de los potenciales de accion
postsinpticos). Las respuestas se registraron con una pipeta de vidrio con una
resistencia de 1-3 MQ, la cual se llené con una solucion de NaCl 3M y se colocé
sisteméticamente en el stratum lucidum del area CA3b.

Para los registros de la region CA1, el Sch-CAl fEPSP se evocd con un
electrodo colocado en el stratum radiatum, mientras que la espiga se obtuvo
mediante la estimulacion del stratum pyramidale de la region CAl, la pipeta de
registro fue colocada en el stratum radiatum. Los sitios de estimulacion y registro a
cada via y region se muestran en el panel Ay C de la Figura 5.

Para los controles, el procedimiento de registro se llevd a cabo como sigue:
se obtuvieron respuestas estables durante 25 minutos en condicion control (LCRa,
temperatura y flujo constante), seguidos de la perfusion de OGD durante 10
minutos. Posteriormente, se realiz6 la reperfusion durante 90 minutos. Concluido el
tiempo de reperfusion, se procedio a realizar una curva entrada-salida para mostrar
la desaparicion o depresion transitoria de las respuestas.

Para la obtencion de la curva entrada-salida se aplicaron dos pulsos
cuadrados de corriente de 100 -110 pseg duracién, con un intervalo inter estimulo
de 60 ms y con una frecuencia de estimulacion de 0.06 Hz para cada via,
modificando la corriente de estimulacién (0-140 pA) hasta encontrar la saturacion
de las respuestas evocadas. Para cada corriente de estimulacion, se adquirieron 5
barridos con incrementos de 10 pA.

En algunos de los experimentos se realizaron preincubaciones con nuestros
agentes y posteriormente fueron registrados con el protocolo previamente descrito,
seguido del tiempo de reperfusién y la curva entrada-salida.

Para el andlisis de las respuestas obtenidas se utilizé el software de

adquisicion escrito en labView, se analizaron la pendiente (durante el curso temporal
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de los registros electrofisioldgicos) y amplitud (solo para la curva entrada-salida) de
los fEPSP. Se analiz6 la amplitud de las PS de ambas regiones, para lo cual se
traz6 una linea entre los picos superiores y sobre el pico inferior. Posteriormente,
se trazo una linea perpendicular que interceptd ambas lineas, y el valor obtenido
correspondio a la amplitud. Concluidos los registros electrofisiologicos, se procedio
con el protocolo para el analisis de viabilidad y muerte celular que se describe a

continuacion.

5.5 Andlisis de viabilidad

Las rebanadas registradas fueron incubadas con Pl (2uM) durante 20

minutos, posteriormente se realizaron mdultiples lavados con LCRa con gaseo
constante (95% Oz, 5% COz), posteriormente fueron fijadas con paraformaldehido

(4%) y esta solucion fue sustituida por sacarosa al 30%.

5.6 Andlisis de muerte por apoptosis

Para la deteccion de caspasa-3 y del marcador neuronal (NeuN) se utilizé la
técnica de inmunofluorescencia. Las rebanadas previamente tefiidas con PI fueron
re-seccionadas obteniendo tres rebanadas de 60 um de grosor de la parte central
de la rebanada con ayuda de un criostato. Es importante mencionar que se
descartaron las primeras y las ultimas 100 um de la rebanada para evitar contar
células dafiadas por el proceso de corte.

Las rebanadas obtenidas fueron recuperadas y lavadas con PBS.
Posteriormente, éstas fueron blogueadas con solucion de bloqueo preparada el
mismo dia (albumina de suero bovino 5%, tween-20 0.2%, PBS), seguidas de la
incubacion con los anticuerpos primarios de anti-caspasa 3 (Cell Signaling 9662S,
Lote 18) y anti NeuN (Merck Millipore MAB377, lote 2829834) durante toda la noche
a temperatura ambiente. Se realizaron multiples lavados a las rebanadas, y se
incubaron con los anticuerpos secundarios Cy5-anti conejo (conjugado para
caspasa 3) y AF 488- anti raton (conjugado para NeuN) con una dilucién 1:700 a
temperatura ambiente. Concluido el tiempo de incubacién se realizaron multiples

lavados y se procedio a montar las rebanadas en laminillas. Se tifieron los nucleos
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de las células con DAPI incluido en el medio de montaje, con la finalidad de tener
un control positivo sobre la presencia de las células.

Para la interpretacion de la inmunofluorescencia se consideré a las células
vivas como aquellas que se tifieron Unicamente con DAPI (azul). Las células
dafiadas, por su parte, son aquellas con DAPI (azul) y PI (rojo) co-localizando.
Finalmente las células que estan en proceso de muerte por apoptosis presentan la
marca de DAPI, PI, caspasa 3 (rosa) y, si es de tipo neuronal, también seran
positivas a NeuN (verde) de acuerdo a las condiciones previas.

Para la cuantificacion se tomaron microfotografias seriadas cada 3 pm con
el objetivo 63x con el laser para cada fluoroféro respectivamente, a cada una de las
diferentes zonas del hipocampo (CA3, CAl). De estas fotos se cuantificé el nUumero
de células presentes y el niumero de células positivas a Pl (Laake, 1999), NeuN y
caspasa 3 por unidad de area. Por otro lado, se descartaron las células presentes
en la primera fotografia, considerando soélo las de la segunda fotografia. Se contaron
las células que convergieron con un borde, evitando su conteo cuando coincidié con
mas de un borde. No se contaron las células del plano focal anterior. Con estos
datos se realizé un promedio por region para cada rebanada y estos datos fueron
agrupados de acuerdo a las manipulaciones farmacolégicas que recibieron, los
datos obtenidos fueron utilizados para el andlisis estadistico y determinar si alguno

de los tratamientos reduce el numero de células positivas a Pl y caspasa 3.

6. Analisis estadistico

Para probar la diferencia estadistica entre las condiciones experimentales,
se utilizé una ANOVA de una via, con analisis post varianza de Newman Keuls. Se
considerd como significativo obtener el valor de p<0.05. La significancia fue indicada
con * si p<0.05, ** si p<0.001 y *** si p<0.0001.
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7. Resultados

7.1 Caracterizacion electrofisiolégica y farmacoldgica de las respuestas evocadas

en las regiones CA3 y CA1 del hipocampo.

Para demostrar la especificidad de las respuestas evocadas se realizo la
caracterizacion cinética y farmacolégica de las sinapsis de CA3 y CAl del
hipocampo. Se obtuvieron dos respuestas de la regiébn CA3: potenciales
postsinapticos excitadores de campo (MF fEPSP) y espiga poblacional (CA3 PS),
(Figura 5, panel By D). En CAL se obtuvieron dos respuestas: un fEPSP al estimular
la colateral de Schaffer-CA1 (Sch-CAl) y una espiga poblacional estimulando la
comisural de asociacion-CA1 (CAl1 PS). Posteriormente, se realizd la
caracterizacion siguiendo los criterios enlistados a continuacion:

» Sinapsis de la fibra musgosa-CA3 (MF-CA3)

v' Respuesta obtenida al estimular los axones de las células

granulares y registrar sobre el stratum lucidum de la regién CA3.

v’ Latencia de 3-5 ms posterior al estimulo.

v Duracion de 3-5 ms.

v Facilitacion por pulso pareado (Salin y cols., 1996).

v Sensibilidad a DGC IV (Kamiya, Shinozaki y Yamamato, 1996).

» Espiga poblacional antidromica de la region CA3 (CA3 PS)

v' Respuesta obtenida al estimular los axones de las piramidales
de la region CA3 y registrar sobre el stratum lucidum de la
region CA3.

Latencia menor a 1 ms posterior al estimulo.
Duracién de 2-3 ms.

Facilitacion por pulso pareado entre 1-1.5.

D N N NN

No presenta cambios en su amplitud al ser perfundida con DGC
IV, acido kinurénico u otro agonista glutamatérgico.
v' Presenta una disminucién en su amplitud al sustituir

equimolarmente el Na* extracelular por NMDG.
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» Sinapsis colateral de Schaffer-CAl (Sch-CA1l)

v' Respuesta obtenida al estimular los axones de las neuronas
piramidales de la region CA3 y registrar sobre el stratum
radiatum de la region CAL.

v’ Latencia de 4-5 ms posterior al estimulo.

v" Duracion de 10-12 ms.

v Sensibilidad a acido kinurénico y agonistas del receptor NMDA.

» Espiga poblacional antidromica de la region CA1 (CAL1 PS)

v Respuesta obtenida al estimular los axones de las piramidales
de la region CA1l y registrar sobre el stratum radiatum de la
region CA1.

v Latencia menor a 1 ms posterior al estimulo.

<

Duracién de 1-2 ms.
v' No presenta cambios en su amplitud al ser perfundida acido
kinurénico u otro agonista glutamatérgico.
v' Presenta una disminucién en su amplitud al sustituir
equimolarmente el Na* extracelular por NMDG.
Los resultados obtenidos de este analisis se resumen en la Tabla 3 y se

ilustran en la Figura 5 (B, D):

Tabla 3. Caracteristicas electrofisiolégicas y farmacoldgicas de las respuestas evocadas en la region CA3 y
CAZ1 del hipocampo.

MF fEPSP CA3 PS Sch fEPSP CAl1 PS
Latencia 3.5+0.3 0.08+0.01 2.7+0.3 0.08 £ 0.02
Tau de
o 544+04 359.45 +10.9 116.2+1.7 403.9+0.3
decaimiento
Duracion 4.3+0.3 1.34+0.2 11.6+0.4 1.4 +0.04
PPF 2.4+0.38 1.2+ 0.03 1.5+0.04 1.4 +0.02
DCG IV 47 +6.4 1049 +11.70 N/A N/A

Nota: Los datos resumidos en la tabla corresponden al andlisis de las respuestas obtenidas durante el registro
basal para cada region y sus respectivas respuestas. Se muestra el promedio obtenido + error estandar. N/A no

aplica.
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Figura 5. Esquemas y sensibilidad farmacolégica de las respuestas electrofisioldgicas evocadas en las regiones
CA3 y CA1 del hipocampo.

A, C) Los esquemas muestran los sitios de colocacién de los electrodos de estimulacion y las pipetas de registro.
B, D) Trazos representativos evocados en las regiones indicadas y su sensibilidad a diferentes farmacos. Al,
C1) Ejemplo de la adquisicion de los registros electrofisiologicos: Los fEPSP y las PS se adquirieron

consecutivamente a lo largo de los experimentos.
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7.2 Efecto de la privacion de oxigeno v glucosa en las regiones CA3 y CA1l del
hipocampo.

Se obtuvieron respuestas estables (MF fEPSP y CA3 PS) por 25 minutos;
posteriormente, el LCRa se sustituyd por la solucion libre de oxigeno y glucosa
(OGD) por 10min, seguidos de 90 min de reperfusion con LCRa. Al finalizar este
protocolo se realiz6 una curva entrada-salida.

En la Figura 6, el efecto de la OGD sobre los MF fEPSPs se ilustra con
circulos rojos y las CA3 PS en circulos negros. En el panel B ademas se muestra la
curva de saturacion de oxigeno a 150uM de profundidad. Se observa que la caida
de las respuestas eléctricas coincide con la disminucién de la saturacion de oxigeno.
Durante la RP las respuestas evocadas no se recuperaron (MF fEPSP a 10 min de
OGD =4.3 £ 0.8%; p <0.001; alos 90 min de RP = 3.3 + 1%; p < 0.001. CA3 PS a
10 min de OGD =22.6 + 14%; p < 0.001; CA3 PS alos 90 min de RP = 3.2 + 0.3 %;
p < 0.001; n=8). Al concluir la RP se realizaron curvas entrada-salida. En control,
las respuestas crecen hasta llegar a su saturacion. En las rebanadas tratadas con
OGD no se obtuvo respuesta. Estos resultados se resumen en el panel C de la
Figura 6 (MF fEPSP control = 0.97 + 0.1%, MF fEPSP OGD = 0.07 £ 0.01%, CA3
PS control=1 £+ 0.15%, CA3 PS OGD= 0.04 + 0.007%; n=8).

En la Figura 7 se muestran los resultados correspondientes para la region
CAl1 del hipocampo. Similar a lo observado en CA3, el OGD suprime
irreversiblemente las respuestas electrofisioldgicas (Sch fEPSP a 10 min de OGD =
3.1 £ 0.8%; p <0.001; a los 90 min de RP = 3.13 + 03%; p < 0.001. CA1 PS a 10
min de OGD = 17.7 + 16.3%; p < 0.001; CA1 PS a los 90 min de RP = 3.2 + 0.3 %;
p < 0.001; n=8). Las graficas de barras del panel B muestran el porcentaje de la

amplitud para cada respuesta a los 90 min de reperfusion.
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Figura 6. La privacion de oxigeno y glucosa suprime la actividad electrofisioldgica en la region CA3 del

hipocampo.

A) MF fEPSP (rojo) y PS (negro) en control (1), 4 min de perfusion con OGD (2), 90 min de reperfusion (3). B)

Gréfica curso-temporal de MF fEPSPs (% pendiente + error estandar) y de la CA3 PS (% amplitud + error

estandar). En azul se presenta la saturacion de oxigeno a 150uM de profundidad. La perfusion de OGD se

indica en color rojo. Las gréaficas de barras resumen el porcentaje de bloqueo de las respuestas evocadas. C)

Curva entrada salida de la respuesta MF-CA3 y CA3 PS (n=8) para cada grupo experimental. Analisis

estadistico ANOVA de una via y post varianza de Newman-Keuls indicado (*) p< 0.05, (**) p<0.001 y (***)

p<0.0001.
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Figura 7. La privacion de oxigeno y glucosa suprime la transmision evocada en la region CA1 del hipocampo.
A) CA1 fEPSPs (azul) y PS (verde) en las condiciones indicadas con los nimeros. B) Grafica curso temporal de
CA1 EPSPS y CA1 PS; en azul, saturacion de oxigeno a 150uM de profundidad. La perfusion de OGD se indica
con la ventana de color gris y el periodo de reperfusion con la barra negra. En la parte lateral derecha la gréafica
de barras resume el porcentaje de cambio. C) Curva entrada salida de CA1 EPSPs y CAl PS (n=8). Andlisis
estadistico ANOVA de una via y post varianza de Newman-Keuls indicado (*) p< 0.05, (**) p<0.001 y (**¥)
p<0.0001.
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7.3 Neuroproteccidn mediada por la activaciéon del TrkB durante la supresién de

oxigeno y glucosa.

A continuacidon se evaluo si la activacion del receptor TrkB tiene efecto
neuroprotector ante el dafio isquémico. Se preincubaron rebanadas con BDNF
(15ng/ml) o con BDNF+ANA-12 (15ng/ml; 100uM, bloqueador del TrkB (Carzorla y
cols., 2011; Otis, Fitzgerald y Mueller; 2014) por 45 min. La Figura 8 resume los
resultados obtenidos. La preincubacion con BDNF disminuyo el dafio inducido por
OGD en la region CA3 (MF fEPSP a 10 min de OGD = 34.8 + 11.5%; p < 0.001; a
los 90 min de RP =42.7 + 1%; p < 0.001; CA3 PS a 10 min de OGD = 57.5 £ 23.8%;
p < 0.001; CA3 PS a los 90 min de RP = 61.3 £ 1.3 %; p < 0.001; n=8). En cuatro
de estos experimentos se perfundio DCG IV (5uM), y las respuestas se suprimieron,
corroborando que el origen de las respuestas provenia de fibras musgosas (MF
fEPSP DCGIV =9.2 £ 6.2%; p < 0.001; CA3 PS DCGIV =52.6 £ 11.3 %; p < 0.001,
n=4). En cuatro rebanadas adicionales se realiz6 una curva entrada-salida que
corroboraron la recuperacion de las respuestas eléctricas (MF fEPSP control = 0.97
+ 0.1%, MF fEPSP BDNF = 0.42 + 0.07%, CA3 PS control= 1 + 0.15%, CA3 PS
BDNF= 0.67 £ 0.1%; n=8).

Cuando las rebanadas se preincubaron con BDNF + ANA-12 (antagonista de
los receptores TrkB), no observamos recuperacion de las respuestas (MF fEPSP a
10 minde OGD =1.8 £5.1%; p <0.001; a los 90 min de RP =2.4 £ 0.6%; p < 0.001.
CA3 PS a 10 min de OGD =0.8 + 0.5%; p < 0.001; CA3 PS alos 90 min de RP =4
+ 3.6 %; p < 0.001; n=8). De igual manera, las curvas entrada-salida no
desenmascararon respuestas deprimidas (MF fEPSP control = 0.97 £ 0.1%, MF
fEPSP BDNF+ANA-12 = 0.03 + 0.003%, CA3 PS control= 1 + 0.15%, CA3 PS
BDNF+ANA-12 = 0.01 + 0.06%; n=8). Estos resultados nos indican que el BDNF
ejerce un efecto protector en la region CA3 mediado por la activacion del receptor
TrkB.

Simultaneamente realizamos este protocolo en la region CAL, ya que se ha
reportado que durante la isquemia esta region presenta una disminucion de la

sintesis y liberacion de BDNF (Kokaia y cols., 1996). A diferencia de lo observado
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en CA3, la preincubaciéon con BDNF en CA1 no revirtid la supresion de las
respuestas eléctricas por OGD (Sch fEPSP a 10 min de OGD = 17.7 + 16.3%; p <
0.001; alos 90 min de RP = 1.7 £ 0.3%; p < 0.001. CA1 PS a 10 min de OGD =1.3
+ 7.2%; p < 0.001; CA1 PS alos 90 min de RP =5.2 £ 0.9 %; p < 0.001; n=8). Por
otra parte, las curvas entrada-salida no desenmascararon respuesta deprimidas
(Sch fEPSP BDNF = 0.02 £+ 0.01%, CA1 PS BDNF= 0.03 = 0.004%; n=8). Estos
resultados se resumen en la Figura 9. Los datos con BDNF en CA1 muestran la
activacion de este receptor no ejerce un efecto neuroprotector.

Si bien la activacion del TrKB media un efecto neuroprotector ante la
privacion se oxigeno y glucosa; entonces el bloqueo del TrkB (ANA-12) reducira el
tiempo de pérdida de las respuestas evocadas en comparacion a experimentos de
la region CA3 y CAL. Nuestros resultados mostrados en la Figura 10 indican que la
region CA3 del hipocampo muestra un retaso en el tiempo que decae el 63.3% de
la amplitud basal en ambas respuestas (fEPSP= 5.68+0.07, PS= 5.2+0.11) en
comparaciéon a CAl (fEPSP= 2.6 £0.07 PS= 3.6+0.09) con una p<0.05. El bloqueo
del TrkB en la region CA3 del hipocampo reduce significativamente el tiempo que
tarda en decaer la respuesta (fEPSP= 3.4+0.06, PS= 3.3+0.08) y estos datos no
difieren significativamente de los tiempos reportados para CA1; confirmando el
efecto neuroprotector de la activacion del TrkB durante la privacion de oxigeno y
glucosa.

En concordancia con nuestros datos experimentos realizados por el Dr. Avila
mostraron que la expresion basal del TrkB es mayor en la region CA3 en
comparacion a la regiéon CA1, ademas de mostrar un incremento en la fosforilacion
de este receptor cuando las rebanadas fueron incubadas con una solucion libre de
oxigeno y glucosa durante 10 min en ambas regiones; este efecto es anulado

cuando las rebanadas fueron incubadas en presencia del antagonista ANA-12.
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Figura 8. EI BDNF revierte el dafio inducido por la privacion de oxigeno y glucosa en la regién CA3 del
hipocampo.

A) MF fEPSPs (rojo) y PS (negro) representativas en las condiciones indicadas. La rebanada fue pre-incubada
con BNDF (15ng/ml, 45min). B) Gréfica curso-temporal promedio de MF fEPSPs y PS (% amplitud * error
estandar) en las condiciones indicadas. El origen de las respuestas sinapticas fue corroborado aplicando DCG
IV (5uM). C) Curvas I-O en las diferentes condiciones experimentales. D) Trazos representativos en presencia
de BDNF+ANA-12. E) Resumen de resultados y recuperacion tras la incubacion con BDNF. Analisis estadistico
ANOVA de una via y post varianza de Newman-Keuls indicado (*) p< 0.05, (**) p<0.001 y (***) p<0.0001.
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Figura 9. EI BDNF no protege a la region CA1 del dafio inducido por privacion de oxigeno y glucosa.

A) Trazos representativos de CAl: fEPSPs (azul) y CA1 PS (verde) en las condiciones indicadas con los

numeros. B) Grafica curso-temporal de CA1 fEPSPs y CA1 PS (% amplitud + error estandar) en las condiciones
indicadas. C) Curva entrada salida de CA1 fEPSPs y PS (n=8). Andlisis estadistico ANOVA de una via y post
varianza de Newman-Keuls indicado (*) p< 0.05, (**) p<0.001 y (***) p<0.0001.
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Figura 10. Efecto del blogqueo del TrkB durante la privacion de oxigeno y glucosa en rebanadas frescas de
hipocampo.

Ay C) Curso temporal de las amplitudes normalizadas del fEPSP y la espiga poblacional (PS) respectivamente
correspondiente a 5 min previos y seguidos de la privacién de oxigeno y glucosa (10min). En azul se muestra
la curva correspondiente a la region CA1, en rojo CA3 y en negro experimentos de la regiébn CA3 en presencia
de ANA-12. Cada curva fue ajustada con la ecuacion de Boltzmann. Se muestra el promedio correspondiente a
8 experimentos en cada condicién durante la privacion de oxigeno y glucosa. B y D) Grafica de barras indicando
el tiempo al cual decae el 63.3% de la respuesta basal en cada una de las condiciones. Se utiliz6 como prueba

estadistica una ANOVA de una via con andlisis post-varianza de Newman-Keuls.* Indica un valor de p<0.05.

A continuacion se corroboro6 que el efecto observado por BDNF se replicaba
en presencia de un agonista selectivo del receptor TrkB (Nakajima y cols., 2008).
Las rebanadas fueron preincubadas con el agonista 7,8-dihidroxiflavona (7,8-DHF),
un agonista sintético especifico para activar al TrkB siguiendo el mismo protocolo
de preincubacion previamente descrito.

La Figura 11 resume los hallazgos. De manera similar a lo observado en las
rebanadas preincubadas con BDNF, el 7,8-DHF revertio exitosamente la pérdida de
las respuestas evocadas en CA3 (MF fEPSP a 10 min de OGD = 3.8 £ 2.8%; p <
0.001; a los 90 min de RP = 55.1 + 2.6%; p < 0.001. CA3 PS a 10 min de OGD =
1.9+1.2%; p<0.001; CA3PS alos 90 minde RP =41.9 £ 2.5 %; p < 0.001; n=8).

Las respuestas que experimentaron recuperacion fueron sensibles a DCG 1V, por lo
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gue se corrobord que su origen son las fibras musgosas (MF fEPSP DCGIV = 3.7 +
0.6%; CA3 PS DCGIV =42.6 £ 0.3 %; p < 0.001; n=4). Las curvas entrada-salida
nos permitieron determinar el porcentaje de recuperacién de las respuestas
evocadas en ambas vias (MF fEPSP 7,8-DHF = 0.61 + 0.2%, CA3 PS 7,8-DHF =
0.75 = 0.09%; n=8). Este efecto fue suprimido cuando las rebanadas fueron
preincubadas con el antagonista ANA-12.

De manera opuesta a lo observado en CA3, nuestros experimentos
mostraron que la preincubacion con 7,8-DHF no revierte el dafio que causa el OGD
en la region CAl del hipocampo a juzgar por la pérdida de ambas respuestas
evocadas (Sch fEPSP 10 min de OGD = 2.2 + 0.6%, p < 0.001; Sch fEPSP 90 min
de RP =3 £0.4%; CAL1 PS 10 minde OGD =3.4 £ 2.2 %, p <0.001; CA1 PS 90min
de RP = 3.3 £ 0.3%, p < 0.001; n=8). De manera similar, las curvas entrada-salida
no revelaron respuestas deprimidas (Sch fEPSP 7,8-DHF = 0.06 + 0.03%, CA1 PS
7,8-DHF = 0.01 £ 0.003%; n=8) como se muestra en la Figura 12. Estos resultados
indican que el BDNF ejerce neuroproteccion Unicamente en la region CA3 del

hipocampo.
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Figura 11. La activacién del receptor TrkB con 7,8-DHF revierte el dafio inducido por la privacion de oxigeno y
glucosa en la regién CA3 del hipocampo.

Ay D) Trazos representativos MF fEPSPs (rojo) y CA3 PS (negro) en las condiciones indicadas de rebanadas
preincubadas con 7,8-DHF (25uM, 45min) o 7,8-DHF + ANA-12 respectivamente. B) Graficas curso-temporal
de MF fEPSPs y CA3 PS en las condiciones indicadas. C) Curva entrada salida en las condiciones indicadas.
E) Resumen del porcentaje de recuperacion (n=8) para cada grupo experimental. Analisis estadistico ANOVA
de una via y post varianza de Newman-Keuls indicado (*) p< 0.05, (**) p<0.001 y (***) p<0.0001.
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Figura 12. La activacion del TrkB con el agonista 7,8-DHF no protege a la regién CA1 del dafio inducido por
privacion de oxigeno y glucosa.

A) Trazos representativos CA1 fEPSPs (azul) y CA1 PS (verde) de una rebanada preincubada con 7,8-DHF
(25pM, 45min) en las condicién indicadas. B) Gréficas curso-temporal de CA1 fEPSPs y CA1 PS (% amplitud +
error estandar) en las diferentes condiciones experimentales. C) Curvas entrada salida (n=8) para cada grupo
experimental. Andlisis estadistico ANOVA de una via y post varianza de Newman-Keuls indicado (*) p< 0.05,
(**) p<0.001 y (***) p<0.0001.
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7.4 Neuroproteccion mediada por la activacion del TrkB dependiente de la via de
sefalizacion PI3K/AKT.

Los datos previos demuestran que el BDNF tiene efecto neuroprotector en la
region CA3 del hipocampo. A continuacion se investigaron las vias de sefializacion
mediadas por la activacién del TrkB.

Se exploraron tres vias de sefalizacion que son activadas por el TrkB. El
antagonista MK-2206 (10nM) para bloquear la via de sefializacion PI-3-K/AKT; KN-
93 (10puM) para bloquear la via de sefalizacion de CAMKII y finalmente UO126
(100nM) para bloquear la via MAPK/ERK1/2. Las rebanadas se preincubaron por
45 min (BNDF + MK-2206; BNDF + KN-93 6 BNDF + UO126).

La Figura 13 muestra los resultados obtenidos. El bloqueo de ERK 1/2 con
UO-126 no interfirié con la recuperacion que ejerce el BDNF (MF fEPSP a 10 min
de OGD = 2.6 £ 4.1%; p < 0.001; a los 90 min de RP = 48.4 + 2.3%; p < 0.001. CA3
PS a 10 min de OGD = 3.1 + 14.3%; p < 0.001; CA3 PS a los 90 min de RP = 45.6
+ 0.4 %; p < 0.001; n=8). De manera similar el bloqueo de CAMK con KN-93 indujo
una pérdida transitoria de las respuestas durante la perfusién con OGD. Pero tras
90 min de reperfusion se observo recuperacion de las respuestas evocadas (MF
fEPSP a 10 min de OGD = 8.2 + 3.4%; p <0.001; a los 90 min de RP =42.9 + 0.8%;
p <0.001. CA3 PS a 10 min de OGD =5.4 + 2.9%; p < 0.001; CA3 PS a los 90 min
de RP =52.3 + 0.3 %; p < 0.001; n=8).

En el dltimo experimento se realizd el bloqueo de AKT. En esta condicion
hubo pérdida de las respuestas evocadas sin recuperacion durante la reperfusion
(MF fEPSP a 10 min de OGD = 4.0 + 2.3%; p < 0.001; a los 90 min de RP = 3.2 +
1.4%; p < 0.001. CA3 PS a 10 min de OGD =5.3 + 6.2%; p < 0.001; CA3 PS a los
90 min de RP = 3.1 + 0.7 %; p < 0.001; n=8). Las curvas entrada-salida no
desenmascararon respuestas deprimidas (MF fEPSP = 0.07 + 0.01%; p < 0.001;
CA3 PS =0.06 + 0.001 %; p < 0.001; n=4).

Los datos experimentales indican que en CA3, las vias de sefializacion de

MAPK y CAMKII no estan involucradas en el efecto neuroprotector del TrkB. Los
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datos también muestran que es la via PISK/AKT la cascada involucrada en la

resistencia de la region CA3 al dafio inducido por OGD.
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Figura 13. La neuroproteccion de BDNF depende de la activacion de la via de sefalizacion P1-3-K/AKT.

A) Trazos representativos de MF fEPSPs (rojo) y CA3 PS (negro) de una rebanada preincubada con BDNF +
MK2206 (15 ng, 10nM, 45min) o BDNF + UO126 (15 ng, 100nM, 45min) en las diferentes condiciones
experimentales indicadas con los nimeros. B) Grafica curso-temporal promedio de MF fEPSPs o CA3 PS (%
amplitud + error estandar). C) Curvas entrada-salida de las diferentes respuestas evocadas. D-E) Resumen del
porcentaje de recuperacion en las diferentes condiciones experimentales (n=8) para cada grupo experimental.
Andlisis estadistico ANOVA de una via y post varianza de Newman-Keuls indicado (*) p< 0.05, (**) p<0.001y
(***) p<0.0001.
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7.5 La privacion de oxigeno vy glucosa incrementa el nidmero de células positivas a

Pl y Caspasa-3.

En los siguientes experimentos se evaluo el dafio neuronal inducido por OGD
y el efecto que tiene la activacion del TrkB sobre la morfologia celular.

En el presente trabajo, la tincion con Pl se llevé a cabo con la finalidad de
evaluar si alguno de nuestros tratamientos favorecia la viabilidad neuronal posterior
al proceso isquémico. El Pl es un fluoroféro que en condiciones normales no
atraviesa la membrana celular, unicamente las células con alteraciones en la
permeabilidad de membrana, permiten su paso al citoplasma. Dentro de las células,
el Pl se une a los acidos nucleicos y emite un color rojo fluorescente (Noraberg,
Kristensen y Zimmer, 1999; Hassen y cols., 2004). Este fluoroféro no es toxico para
las neuronas y por lo tanto, es utilizado como un indicador de la integridad y
viabilidad neuronal (Abdel-Hamid y Tymianski, 1997; Laake, 1999; Stork y Li, 2006;
Voytenko y cols., 2015).

Sin embargo el marcaje de Pl no es especifico para determinar si las
neuronas mueren por apoptosis o necrosis. Por lo tanto el uso de enzimas
especificas involucradas en la muerte celular programada, como la caspasa-3,
enzima es determinante para inducir la casada de sefalizacibn apoptotica.
Finalmente para identificar si las células dafiadas durante la privacién de oxigeno y
glucosa eran neuronas, se incluyd NeuN como como segundo marcaje. NeuN es
una proteina soluble que se encuentra expresada en el soma de las neuronas
maduras de la mayoria de los tipos neuronales

Se utilizaron cuatro rebanadas escogidas aleatoriamente correspondientes a
cada tratamiento y se realiz6 una tincion con Pl e inmunofluorescencia contra NeuN
y Capasa-3 para cuantificar el dafio neuronal. Para el conteo celular por unidad de
area se consideraron las subregiones sp-sl de la region CA3 y el sp-sr de la regién
CA1l del hipocampo de cada uno de los tratamientos realizados. En los paneles
superiores de la Figura 14 y de la Figura 15 se muestran microfotografias
representativas para cada marcaje. En la primera columna se muestra la sefial para

los ndcleos y el marcador NeuN, seguido de la marca correspondiente a PI,
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Caspasa-3 y el sobrelapamiento de las sefiales mencionadas, en Al para
corresponde a rebanadas control, A2 para rebanadas privadas por 10 minutos de
oxigeno y glucosa, A3 para rebanadas preincubadas con BDNF y A4 para
rebanadas preincubadas con BDNF + ANA-12 para cada region del hipocampo.

Los datos de CA3 se muestran en la Figura 14. En el panel C podemos
observar el nimero de células positivas a PI. En el control se observa ausencia de
PIl. Cuando las rebanadas fueron expuestas a OGD el numero de células positivas
a Pl aumentd y se redujo cuando la rebanada fue preincubada con BDNF. El efecto
se revirti6 en presencia de ANA-12 (Control =2.8 + 0.3%; OGD =81.5 + 3.1%; BDNF
= 32.4 = 2.6%; BDNF + ANA-12 79.5 + 5.2%). Esto fendbmeno fue similar para la
expresion de caspasa-3 (Control = 0.2 £ 0.1%; OGD =53.2 + 4.1%; BDNF = 14.4 +
2.3%; BDNF + ANA-12 46.5 + 4%).

Dado que nuestros registros se basan en la actividad neuronal, decidimos
incluir marcaje neuronal (NeuN) para hacer una correlacion directa entre el nimero
de neuronas y los efectos observados en los registros electrofisiol6gicos. Los datos
mostrados en los paneles E y F de la Figura 14 corresponden a datos normalizados
con respecto al numero total de neuronas presentes en las rebanadas. De igual
forma que en el conteo celular, se observa que la OGD increment6 el nUmero de
neuronas positivas a Pl. Cuando las rebanadas fueron preincubadas con BDNF se
observan menos células positvas a Pl y este efecto fue revertido con el antagonista
ANA-12 (Control = 3.7 + 0.3%; OGD =79 + 5.8%; BDNF = 43.7 £ 7%; BDNF + ANA-
12 79.6 + 3.8%). Lo mismo ocurre para el marcaje de Caspasa-3 (Control = 0.5 +
0.2%; OGD =50.4 + 3.4%; BDNF = 21.4 £ 4.5%; BDNF + ANA-12 48.8 + 3.7%).

Los resultados obtenidos para la region CA1 se resumen en la Figura 15, en
el panel B podemos observar que el nUmero de nucleos en el andlisis no se modifico
de acuerdo al tratamiento (OGD = 98 + 1.7%; BDNF = 97.5 + 3.6%; BDNF + ANA-
12 96.7 + 3.2%; se muestran los datos normalizados con respecto al control). Por
su parte, los resultados del analisis en la region CA1 muestran que la privacion de
oxigeno y glucosa incrementd el nUmero de células positivas a Pl. La preincubacién
con BDNF y BDNF + ANA-12 no modificé el nUmero de células positivas (Control =
5.9 + 1%; OGD = 89.6 + 2.3%; BDNF = 84.9 + 2.4%; BDNF + ANA-12 87.7 £ 1%).
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Estos datos correlacionan con el incremento de células positivas a caspasa-3. Sin
embargo, podemos observar que la preincubacién con BDNF disminuye el nUmero
de células positivas a caspasa-3 (Control = 3.7 £ 0.8%; OGD = 83.8 + 5.8%; BDNF
=58.2 + 2.1%; BDNF + ANA-12 78.1 + 5.3%).

Cuando refinamos nuestro analisis y consideramos solo las neuronas
presentes en las rebanadas se observé un comportamiento similar al del conteo
celular. Los resultados muestran que la preincubacién con BDNF no modificé el
namero de neuronas positivas a Pl (Control =7.9 £1.1%; OGD =91.6 + 1.1%; BDNF
= 86.2 + 3.9%; BDNF + ANA-12 87.8 £ 1.7%). Por el contrario la preincubacion con
BDNF si disminuy6 el nimero de neuronas positivas a caspasa-3 (Control = 4.5 +
0.8%; OGD = 79.1 + 5.8%; BDNF = 55.9 £ 3.6%; BDNF + ANA-12 75.3 + 2.1%).

En concordancia con los registros electrofisiolégicos las rebanadas
expuestas a la privacion de oxigeno y glucosa muestran un incremento en la
cantidad de células positivas a Pl y caspasa-3. La preincubacion con BNDF no
redujé el numero de células positivas a PI; pero si redujo el nimero de células
positivas a caspasa-3, sugiriendo un efecto anti-apoptético y el bloqueo del TrkB

con ANA-12 restablece el nimero de células y neuronas positivas a capasa-3.
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Figura 14. El BNDF disminuye el nimero de células positivas a Pl y Caspasa-3 en la region CA3 del hipocampo.
A1-A4) Microfotografias correspondientes a la marca neuronal NeuN, Pl y Caspasa-3 en las diferentes
condiciones experimentales. B) Gréfica de barras mostrando que el niUmero de ndcleos no cambia de acuerdo
al tratamiento farmacoldgico. C-E) Gréfica de barras del nimero de células y neuronas positivas a PI
respectivamente. D-F) Grafica de barras del numero de células y neuronas positivas a Caspasa-3
respectivamente. Escala=20 pm. Andlisis estadistico ANOVA de una via y post varianza de Newman-Keuls
indicado (*) p< 0.05, (**) p<0.001 y (***) p<0.0001.
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Figura 15. EI BDNF no disminuye el nimero de células positivas a Caspasa-3 en la region CA1 del hipocampo.
A) Microfotografias correspondientes a la marca neuronal (NeuN), Pl como indicador de viabilidad celular,
Caspasa-3 como marcador apoptético y el sobrelapamiento en condicidon control (Al), rebanadas con 10 min
de OGD (A2), preincubadas con BDNF (A3) y con BDNF + ANA-12 (A4). B Grafica de barras donde se muestra
que el nimero de nacleos no cambia de acuerdo al tratamiento. C y E) Gréfica de barras del nimero de células
y heuronas positivas a PI respectivamente. D y F) Gréfica de barras del niimero de células y neuronas positivas
a Caspasa-3 respectivamente. Escala=20 pm. Analisis estadistico ANOVA de una via y post varianza de
Newman-Keuls indicado (*) p< 0.05, (**) p<0.001 y (***) p<0.0001.
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8. Discusion

Este trabajo muestra que el mecanismo de proteccion enddgeno de la region
CAS3 ante la OGD-RP en rebanadas frescas de hipocampo estd mediado por la
activacion del receptor TrkB y la subsecuente activacion de la via de sefalizacién
PISK/AKT. Nuestros datos experimentales demuestran que la activacion del TrkB
por su ligando enddgeno (BDNF) o especifico (7,8-DHF) induce la activacion de la
via de sefializacion PI3K/AKT y ésta es capaz de eliminar la supresion de la
actividad eléctrica, contribuye a la preservacién de la integridad membranal y reduce
la expresion de caspasa-3 como indicador de muerte apoptotica. Ademas, se
observé que estos efectos son especificos y dependen de la activacion del TrkB, ya
que cuando los experimentos se realizan en presencia del antagonista (ANA-12) el
efecto neuroprotector es anulado. Por su parte el bloqueo de AKT en presencia de
BDNF previene el efecto neuroprotector, haciendo asi especifica esta via de
sefalizacion para los efectos observados. Nuestros datos concuerdan con estudios
previos, donde se hizo evidente el efecto neuroprotector del BNDF en situaciones
isquémicas (Beck y cols., 1994; Kokaia y cols., 1996; Schabitz y cols., 2000;
Neumann y cols., 2014).

De manera interesante se observO que estos efectos protectores son
evidentes cuando realizamos la aplicacién exégena de BDNF durante la OGD-RP.
Muchos trabajos previos han mostrado que la region CA3 es altamente resistente al
dafio isquémico (Cherubini, Ben-Ari y Krnjevic, 1989; Gee y cols., 2006; Dennis y
cols., 2011). Adicionalmente se sabe que laregion CA3 presenta una gran expresion
de BDNF y su receptor TrkB (Beck y cols., 1994; Kokaia y cols., 1996; Spencer-
Segal y cols., 2011); entonces porque exhibe una supresion de la actividad eléctrica.
En este sentido se ha reportado que durante la preparacion de rebanadas hay
cambios en la distribucién idnica, una reduccién en la expresion y composicion de
receptores AMPA, liberacion de algunos metabolitos, neurotransmisores y factores
de crecimiento, tales como el BDNF. Estos factores se ha propuesto como los
responsables de las alteraciones de la integridad de la rebanada, fallando en replicar

las condiciones intactas de las neuronas (Taubenfeld y cols., 2002). Por lo que
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proponemos que la aplicacion exdgena de BDNF podria compensar la pérdida de
este factor neurotrofico durante la preparacion de las rebanadas y por ello tener un
efecto mayor en las rebanadas perincubadas con BDNF.

8.1 Efecto de la privacion de oxigeno y glucosa

La supresion transitoria de oxigeno y glucosa suprime las respuestas
eléctricas evocadas en la region CALl y una pérdida parcial en la region CA3 del
hipocampo, corroborando la susceptibilidad diferencial previamente reportada. La
pérdida de la actividad eléctrica coincide con la caida en la saturacién de oxigeno
en ambos casos. En este sentido Dennis y colaboradores (2011) mostraron que el
OGD unicamente causa una depresion parcial de las respuestas eléctricas de CA3,
sin embargo bajo nuestras condiciones experimentales encontramos un porcentaje
menor de recuperacion. Ademas sus experimentos muestran que los efectos
dependen del tiempo de perfusion con OGD. Las diferencias reportadas por estos
autores y nuestro trabajo podrian deberse a diferencias en las condiciones
experimentales, incluida la edad de los animales y la cepa. Mientras nosotros
ocupamos ratas Sprague Dawley de 30 dias de edad, los experimentos Dennis y
colaboradores se hicieron en ratas Wistar, con edades entre 12-16 dias. En este
sentido se ha reportado que las ratas de la cepa SD son mas resistentes al dafio
isquémico que las ratas Wistar y por ello los modelos animales in vivo ocupan ratas
de la cepa Wistar (para incrementar la tasa de éxito). Aunado a esto también se ha
reportado que la susceptibilidad al dafio isquémico aumenta con la edad de los
animales (Nabetani y cols., 1995; Bae y cols., 2015).

La diferencia en las respuestas obtenidas también pueden deberse a la
velocidad de perfusion con la que se bafia a la rebanada de cerebro. En el trabajo
ya citado, se aplico una velocidad de 8-10ml/min para asegurar el intercambio
gaseoso Yy eliminar el oxigeno durante los registros, mientras que nuestros registros
se realizan con la mitad de velocidad (4ml/min). En nuestro caso, el gaseo de la
solucién con la mezcla de N2/CO: (solucion de OGD) fue constante por lo menos 1

hora antes de la realizacion de los experimentos. Por otra parte, pudimos corroborar
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los cambios en la saturacién de oxigeno y que esta coincidié con la pérdida de las
respuestas evocadas. Estos resultados validan nuestras observaciones, ya que
podemos garantizar que la saturacién de oxigeno disminuye y regresa a niveles
basales, fendbmeno que ha sido reportado previamente y que ha sido utilizado como
indicativo de este fendmeno a nivel de flujo cerebral (McBean y cols., 1995;
Yonekura y cols., 2004,2006).

Por otra parte, durante los primeros minutos de isquemia se genera una
despolarizacién sostenida (Gao, Howard y Xu, 1998; Miller y Somjen, 1998; Dzhala
y cols., 2001). Nuestros datos mostraron que en los primeros minutos de perfusion
con OGD hay fluctuaciones en la amplitud de nuestras respuestas con tendencia al
incremento y que este efecto es mas visible en las espigas poblacionales (Ver
Figura 6).

La aparicion de los efectos deletéreos del OGD aparece mas pronto en
modelos in vitro que en los modelos in vivo, probablemente esto es debido a que
las condiciones del modelo son estresantes para las células y se pueden activar
otras vias de sefializacion diferentes a las que son activadas in vivo (Horn y cols.,
2005).

8.2 Efecto diferencial de la supresion de oxigeno y glucosa

Como se pudo observar en los cursos temporales, la region CA3 presenta
una recuperacion parcial de las respuestas, sin observar recuperacion en la region
CALl. Ademas nuestro andlisis de la caida temporal de las respuestas evocadas
revel6 que las respuestas de la region CA1l desaparecen mas rapido en
comparacion con CA3 durante la perfusion con OGD. Estos resultados en conjunto
corroboran que la region CA1l es mas vulnerable ante la privacion de oxigeno y
glucosa que la region CA3 (Laake, 1999; Noraberg y cols., 2005; Dennis y cols.,
2011). Por ejemplo, se ha reportado que los primeros indicios de dafio se presentan
en laregién CA1 seguido de la neocorteza, la region CA3 y finalmente el DG (Kokaia
y cols., 1996). Nuestros datos coinciden con que las respuestas son perdidas mas

rapido en la region CA1 que en la region CA3.
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Uno de los principales mecanismos propuestos que confiere mayor
resistencia ante el dafio isquémico es la baja expresion de receptores de tipo NMDA
en la region CA3 hipocampal (Laake, 1999; Cyr y cols., 2001). Durante mucho
tiempo se ha propuesto que los efectos del dafio isquémico se deben a la
sobreactivacion de los receptores de tipo NMDA (Gee y cols., 2006); sin embargo,
la terapia farmacoldgica utilizando como blanco a este receptor no ha sido efectiva
sugiriendo la participacién de otros perpetradores de dafio durante la isquemia.
Aunado a este fendbmeno, también se ha reportado que el bloqueo de los receptores
ionotropicos de glutamato AMPA vy kainato disminuye los efectos reportados en la
region CA3. Ademas, diversos estudios han encontrado que en esta regién se
incrementa la sintesis de genes de expresion temprana, sintesis y liberacion de
factores troficos, sintesis de proteinas de choque térmico, y sintesis de Bcl-2 (anti-

apoptotica) en respuesta a la isquemia (Lipton, 1999).

8.3 Efecto neuroprotector del BDNF en la reqgibn CA3

La preincubacion con BDNF (15mg/ml; 45 min) no modifico la cinética de los
registros electrofisiolégicos; esto hallazgo concuerda con trabajos previos que
demostraron que la preincubacion con BDNF no modifica la transmision sinaptica
basal (Schildt y cols., 2013). En nuestros registros (preincubados con BDNF)
pudimos observar que la OGD-RP solo causa una supresion temporal de las
respuestas evocadas. Ademas, reduce el numero de células positivas a Pl y
caspasa-3. Estos datos demuestran que el BDNF ejerce un efecto protector. En
CA3, el BDNF juega un papel importante en procesos de plasticidad sinaptica y
neuroproteccion ante diversos dafios y su disminucion esta asociada con procesos
neurodegenerativos (Almeida y cols., 2005; Nakajima y cols., 2008; Lu y cols.,
2013).

Por otra parte, el BDNF no solo puede activar al TrkB sino que puede activar
al receptor p75 con menor afinidad. En este sentido, se ha reportado que cuando
ambos receptores se expresan de manera simultanea, la afinidad del BDNF

incrementa (Murer, Yan y Raisman-Vozari, 2001). Para confirmar que los efectos
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observados se debieron a la activacion del TrkB y no del p75, utilizamos el
antagonista selectivo de los TrkB, ANA-12; ademas, la estimulacion del TrkB
también se realiz6 con su agonista selectivo el 7,8-DHF (Liu y cols., 2010; Marongiu,
Imbrosci y Mittmann, 2013; Uluc y cols., 2013; Han y cols., 2014; Tian y cols., 2015).
En ambos casos, los resultados son consistentes, ya que la activacion del TrkB con
7,8-DHF revierte el dafio causado por el OGD y la inclusion de ANA-12, suprime sus
efectos protectores, siendo mas evidente el efecto protector de la activacién del
TrkB en las rebanadas que no fueron preincubadas con BDNF o 7,8-DHF.

Ademas se ha demostrado que el BDNF a pesar de modular la transmision
GABAérgica y glutamatérgica, no modifica la amplitud y frecuencia de la cinética de
las corrientes mediadas por los receptores AMPA y NMDA (Marongiu, Imbrosci y
Mittmann, 2013). Estudios previos confirman nuestro hallazgo evidenciando que la
neuroproteccion es mediada por la activacion del receptor TrkB.

En concordancia con nuestros resultados, el 7,8-DHF es capaz de prevenir
el proceso de apoptosis inducido por la privacion de oxigeno y glucosa (37°C, 3
horas) en cultivos organotipicos y su efecto depende de la concentracion (Liu y cols.,
2010). Finalmente, se ha reportado que esta molécula es capaz de disminuir el dafio
neuronal; inducir activacion de células gliales, reducir el dafio neuronal y favorecer
la recuperacion del aprendizaje y memoria de largo plazo en un modelo de hipoxia-
Isquemia neonatal (Uluc y cols., 2013). Adicionalmente se ha demostrado que el
tratamiento previo (2h, 5 mg/kg) a la oclusién de la arteria cerebral media reduce el
volumen del infarto y ademas la muerte celular por apoptosis después de 48 horas
de reperfusion (Liu y cols., 2010).

Los efectos neurotréficos del BDNF son dependientes de la activacion del
receptor completo, sin embargo también existen formas truncadas que actian como
moduladores negativos de la sefalizacion del receptor completo. La disminucion del
radio de la forma completa/truncada de este receptor estan asociadas con fallas en
la memoria espacial y el aumento de este radio con la mejora de la memoria espacial
(Jerénimo-Santos y cols., 2014). Las calpainas estan involucradas en la ruptura de
la forma completa a truncada de este receptor, el sitio de corte se encuentra cerca

del sitio de unidn a Shc. Se ha reportado que en condiciones patologicas hay una
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sobreactivacion de estas calpainas como en la isquemia o excitotocixidad
favoreciendo la forma truncada y los posibles efectos degenerativos en la memoria
(Gomes y cols., 2012; Vidaurre y cols., 2012).

Adicionalmente se sabe que la fosforilacion del TrkB puede ocurrir en
ausencia de su ligando (BDNF) en neuronas hipocampales. Este mecanismo
depende de los receptores de adenosina A2 y adenosina, estos involucran la
activacion de la via de sefalizacion PI3K/AKT. Se ha reportado que estos
receptores estan altamente expresados en las fibras musgosas y que de manera
fisiolégica contribuyen con un tono inhibidor sobre la transmisién glutamatérgica
(Moore, Nicoll y Schmitz, 2003). Debido a esto, nosotros no podemos descartar la
posible activacion del receptor TrkB por adenosina; ya que durante el periodo de
OGD se genera una despolarizacion sostenida que favorece la liberacion de

neurotransmisor y otros moduladores tales como la adenosina.

8.4 Neuroproteccién endégena del BDNF en la region CA3

El bloqueo de TrkB con ANA-12 mostré una aceleracion en la pérdida de las
respuestas evocadas sin recuperacion alguna en rebandas tratadas por 10 min con
OGD. Estos resultados implican que bajo nuestras condiciones experimentales, hay
liberacién de BDNF y activacion de TrkB; fendmenos que favorecen la resistencia
ante el dafio isquémico.

En este sentido, se ha reportado que en condiciones basales la liberacion de
BDNF es mayor en el DG seguido de la region CA3 y por ultimo, la region CA1, que
presenta los niveles mas bajos de este factor en el hipocampo (Kokaia y cols.,
1996). Aunado a esto se sabe que para que el BDNF sea liberado de las neuronas,
éstas deben ser activadas por una despolarizacion sostenida y sélo en sinapsis
activas (Nagappan y Lu, 2005) o bien mediante el bloqueo farmacologico de los
receptores GABAa (Matsumoto y cols., 2008). Aunado a esto, se ha reportado que
durante el proceso isquémico se genera una despolarizacidén sostenida que precede
a la muerte celular y esta se ha observado tanto en modelos in vivo e in vitro. En un

modelo de isquemia global se encontro que a las 24 horas post-reperfusion (Kokaia

54



y cols., 1996), isquemia transitoria (Beck y cols., 1994) y activacion de receptores
glutamatérgicos (Lauterborn y cols., 2000; Matsumoto y cols., 2008), hay un
incremento en el MRNA para BDNF en la region CA3 y una disminucion de los
niveles en la region CAL. Finalmente se ha demostrado en lineas celulares murinas
T48 y T62 transfectados con el receptor TrkB que la sola sobrexpresion del receptor
es capaz de reducir la muerte por apoptosis en ausencia del BDNF, mediante la
reduccion de la activacion de caspasas (Jang y cols., 2009).

8.5 Vias de sefalizacién relacionadas con la activacion de TrkB

Con los experimentos previos demostramos que el efecto protector de BDNF
estaba ligado a la activacion del receptor TrkB. Los siguientes experimentos
revelaron la via de sefalizacién a través de la cual el TrkB ejerce sus efectos
neuroprotectores. Los resultados mostraron que ni CaMKIl ni ERK1/2 juegan un
papel importante en la neuroproteccion. A diferencia de estos, la via PI3K/AKT
resulté critica para revertir el dafio causado por OGD.

La via de sefalizacion de ERK juega un papel importante en cambios
asociados a la actividad en la fuerza de la transmision sinaptica en el hipocampo.
Multiples estudios muestran que la alteracion de la funcion normal de ERK causa
deficiencias en procesos de plasticidad en la region CAl del hipocampo
(Kanterewicz y cols., 2000). Estudios conductuales resaltan la importancia de esta
via de sefializacién en procesos de aprendizaje y memoria. Se sabe que la forma
fosforilada de ERK se transloca al nucleo y regula la expresion de genes en
respuesta a la actividad sinaptica mediante la fosforilacion directa o indirecta de
factores de transcripcion, incluso de proteinas localizadas tanto en axones como
dendritas (Almeida y cols., 2005). A pesar de que la via de sefalizacion de ERK
esta asociada con neuroproteccion, hay estudios crecientes donde se comprueba
gue la activacion de ERK o PI3K depende del tipo de dafio celular (Hetman y cols.,
1999). Aunado a este efecto hay evidencia controversial que muestra que la
activacion de ERK esta asociada con neurodegeneracion en el traumatismo

cerebral, isquemia y Alzheimer (Chu y cols., 2004).

55



8.6 Implicaciones de la activaciéon de la via PISK/AKT

Existe evidencia creciente de que la muerte celular durante la isquemia es
debida a una pérdida del balance de las vias de sefializacion involucradas en
procesos anti-apoptoticos neuronales tales como la via de sefializacion de
PISK/AKT (Horn y cols., 2005).

En concordancia con nuestros datos obtenidos experimentalmente, Horn y
cols., 2005 utilizando cultivos organotipicos hipocampales tratados con OGD
durante 1 hora, observan los efectos deletéreos en DG y CAl. Sus resutados
muestran que con el bloqueador de AKT se observa un incremento en la muerte
celular y en la cantidad de células positivas a PI, y que este efecto es dependiente
del tiempo y concentracion del bloqueador en ambas regiones. Indicando que esta
via de sefalizacién es necesaria para la supervivencia, sin embargo las células del
DG tienen un adelanto en la muerte celular, demostrando que esta via es importante
para la supervivencia en el DG; pero con menor efecto en la region CA1 indicando
gue existen otras vias relevantes para la supervivencia en esta region. Sin embargo
estos datos no se correlacionan con un incremento en la fosforilacion de AKT (Ser-
473) en ambas regiones posterior a la OGD-RP. Ademas demuestran que esta via
de sefalizacién no es inhibida durante el OGD en el DG, los efectos diferenciales
del OGD pueden deberse a cambios en la expresion de receptores, canales idnicos,
o proteinas reguladoras de la apoptosis post-isquemia (Horn y cols., 2005).

Si bien es cierto que esta via de sefializacion es importante para la
supervivencia, puesto que la mayoria de sus efectos es a través de la inhibicién de
proteinas apoptoéticas, estabilizacion de mediadores ante la hipoxia (HIF 1),
incremento en la secresion de factores troficos (BDNF, VEGF, entre otros), aumento
en procesos de degradacion. Esta via también esta asociada a procesos de
crecimiento tumoral, que involucra cambios en la permeabilidad capilar, generacién
de nuevos vasos sanguineos aberrantes, crecimiento celular desmedido, entre

otros.
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8.7 Mecanismo intrinseco de resistencia al dafio isquémico en la reqgibn CA3

La Figura 16 se resume el mecanismo de proteccion enddgena ejercido por
BDNF. Durante OGD se genera una despolarizaciéon sostenida en las células
piramidales (CA3 PC), con ello incrementa la actividad sinaptica espontanea que es
seguida de rafagas de potenciales de acciobn como se ha demostrado en
experimentos previos realizados en nuestro laboratorio (Anexos, Figura 18) y en
otros trabajos. El incremento en el disparo neuronal provoca la liberacion de
glutamato y BDNF. La liberacion de BDNF puede ser de botones musgosos,
extensiones filipodiales (Danzer y McNamara, 2004), arboles dendriticos de las
células piramidales (Kuczewski y cols., 2008), incluso astrocitos (Alderson y cols.,
2000; Condorelli y cols., 2002; Danzer y McNamara, 2004).

En respuesta a la despolarizacion, las interneuronas de disparo rapido (FS
In) activadas por el glutamato liberado de las CA3 PC liberan GABA al medio
extracelular, disminuyendo la excitabilidad neuronal (Freund, 2007). Por otra parte
el BNDF liberado activa a su receptor ubicado en la superficie de las células
piramidales, activando la via de sefalizacion PISK/AKT vy la posible activacion de
MTOR para promover la supervivencia celular al inhibir enzimas involucradas en el
proceso apoptético y preservando la integridad membranal reduciendo la entrada
de PI al interior celular. Al mismo tiempo la activacion del TrkB induce la activaciéon
de CaMKIl y la regulacion a la baja de MAPK-ERK1/2, involucradas en procesos de

plasticidad sinaptica (Salin y cols., 1996).
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Figura 16. Representacién esqueméatica del mecanismo de proteccion intrinseco de la region CA3 ante la
privacion de oxigeno y glucosa.

Durante la privacion de oxigeno y glucosa se genera una despolarizacion sostenida en las células piramidales
(CA3 PC), con ello incrementa la actividad siniptica espontanea que es seguida de rafagas de potenciales de
accioén. El incremento en el disparo neuronal provoca la liberacion de glutamato y BDNF. En respuesta las
interneuronas de disparo rapido (FS In) activadas por el glutamato liberado de las CA3 PC liberan GABA al
medio extracelular, disminuyendo la excitabilidad neuronal. Por otra parte el BNDF liberado activa a su receptor
ubicado en la superficie de las células piramidales, activando la via de sefializacion PI3-K/AKT y la posible
activacion de mTOR para promover la supervivencia celular al inhibir enzimas involucradas en el proceso
apoptotico y preservando la integridad membranal reduciendo la entrada de PI al interior celular. Al mismo
tiempo la activacién del TrkB induce la activacion de CaMKIl y la regulacion a la baja de MAPK-ERK1/2,

involucradas en procesos de plasticidad sinptica.
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8.8 Falla en la neuroproteccion de la reqiéon CA1

Las principales explicaciones para la falla en la neuroproteccion en CA1l se
resumen en la Figura 17. A pesar de las preincubaciones con BDNF o 7,8-DHF, la
region CA1 no experimenta neuroproteccion por activacion de TrkB. Estudios
previos han demostrado que el BDNF (20ng/ml) no modifica la actividad sinaptica
basal y solo ejerce control de la transmision inhibidora (Frerking, Malenka y Nicoll,
1998). Se ha reportado previamente el efecto protector del BDNF en diversos
modelos experimentales en esta region (Boening y cols., 1989; Gao, Pulsinelli y Xu,
1999; Schmidt-Katsner y Freund, 1991; Yonekura y cols., 2006). Sin embargo,
nosotros no encontramos estos efectos.

Una posible explicacion es que durante la isquemia se ha reportado una
reduccion en la sintesis y expresion del receptor TrkB en la regiéon CALl del
hipocampo (Cherubini, Ben-Ari y Krnjevic, 1989; Schmidt-Kastner y Freund, 1991;
Yonekura y cols., 2006), de tal forma que aunque realicemos la preincubacion con
el factor trofico este podria no ejercer sus efectos al no tener expresado este
receptor para ser activado.

Otra posible explicacion para estos resultados podria deberse a que los
efectos protectores del BDNF son dependientes de la sintesis de proteinas. Se sabe
que la sintesis de proteinas es un proceso dependiente de ATP y durante el evento
isquémico se ha reportado una disminucion en la sintesis de fosfatos de alta energia
(ATP y fosfocreatina). Ademas se ha probado que la sintesis de proteinas no se
recupera, aun cuando los niveles de energia regresan a condiciones basales, la
recuperacion de la sintesis de proteinas se reestablece hasta 12-48 horas
posteriores al evento isquémico (Araki y cols., 1990; Furuta y cols., 1993). Por otra
parte estudios donde se evalla el efecto protector del BDNF ante la excitotocixidad
por glutamato, muestran que el efecto protector se anula cuando ocupan un
inhibidor de la sintesis de proteinas (anisomicina 5uM) (Almeida y cols., 2005), estos

datos concuerdan con nuestro hallazgo.
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Figura 17. Representacion esquematica de los mecanismos activados de la regién CA1 ante la privacién de
oxigeno y glucosa.

Durante la privacion de oxigeno y glucosa se genera una despolarizacion sostenida en las células piramidales
(CA1 PC), con ello incrementa la actividad sindptica espontanea que es seguida de rafagas de potenciales de
accion. El incremento en el disparo neuronal provoca la liberacién de glutamato, activacion sostenida de
receptores NMDA vy liberacion en menor cantidad de BDNF. Se ha reportado que durante el dafio isquémico
hay una disminucién en la sintesis y liberacién de BDNF y su receptor TrkB, el cual también es endocitado para
su degradacion. En respuesta a la activacion de las CAl PC las interneuronas de disparo rapido (FS In) liberan
GABA al medio extracelular, disminuyendo la excitabilidad neuronal con menor eficiencia que en la region CA3.
Por otra parte el BNDF liberado activa a su receptor ubicado en la superficie de las células piramidales,
activando la via de sefializacion PI3-K/AKT vy la posible activacion de mTOR para promover la supervivencia
celular al inhibir enzimas involucradas en el proceso apoptotico y preservando la integridad membranal
reduciendo la entrada de PI al interior celular, pero durante la isquemia se ha reportado que hay una disminucion
en la sintesis de proteinas limitando los efectos protectores de la activacion de esta via. Al mismo tiempo la
activacion del TrkB induce la activacion de CaMKIl y la regulacion a la baja de MAPK-ERK1/2, involucradas en
procesos de plasticidad sinaptica. Finalmente se ha reportado que la expresion basal de TrkB en CAl es menor,
teniendo mayor expresion de TrkA y que este pueda participar de mejor manera en la proteccion durante el

dafio isquémico.
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8.9 El 7,8-DHF como potente agente neuroprotector

La interaccidn entre el BDNF y su receptor de alta afinidad (TrkB) inicia una
via de sefializacion rio abajo que es critica para los procesos de plasticidad y
memoria (Leal, Bramham y Duarte, 2017). Se ha demostrado previamente que
aumentar la sefalizacion BDNF/TrkB es una estrategia efectiva para revertir los
efectos cognitivos asociados a enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer
(Blurton-Jones y cols., 2009; Nagahara y cols., 2009; lwasaki y cols., 2012; Devi y
Ohno, 2012), excitotocixidad por glutamato (Lindholm y cols., 1993) e isquemia
(Schéabitz y cols., 2000).

Lamentablemente una de las principales desventajas de utilizar al BDNF
como posible agente farmacolégico es su baja penetracion a la barrera
hematoencéfalica y su corta vida media (Poduslo y Curran, 1996). Las estrategias
en investigacioén clinica han utilizado agentes que contienen precursores de factores
tréficos con mayor permeabilidad y vida media obteniendo resultados prometedores
(cita cerebrolisyn). En preclinica se ha utilizado la sobreexpresion del BDNF
mediante el uso de virus o bien mediante infusion directa sobre el area de interés
(Nagahara y cols., 2009; Iwasaki y cols., 2012; Radecki y cols., 2005), estos ultimos
a pesar de ser mas efectivos son métodos invasivos que limitan explotar los efectos
de la activacién del TrkB en la clinica. Por lo tanto se han identificado nuevas
moléculas agonistas del TrkB como el 7,8-DHF que ha mostrado efectos protectores
prometedores en modelos de envejecimiento, Parkinson y Alzheimer (Devi y Ohno,
2012; Jang y cols., 2010; Zeng y cols., 2012).

El 7,8-DHF es una molécula de menor tamafio (254 Da), con mayor
permeabilidad a la BHE, con un tiempo mayor de vida media, que activa rapida y
selectivamente al TrkB que mimetiza y supera los efectos fisioldgicos del BDNF
durante tiempos prolongados; ya que evita la degradacion del receptor (Liu y cols.,
2014), favorece la neurogénesis, disminuye la apoptosis mediante la reduccion de
la activacion de las capasas y ha mostrado tener efectos antidepresivos (Jang y
cols., 2009; Liu y cols., 2010).

Este se une con gran afinidad al BDNF (Kd=10 nM, BDNF: Kd=1.7 nM) en el
dominio extracelular del TrkB y favorece la dimerizacion y autofosforilacion del
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receptor favoreciendo la activacion de las vias de sefializacion PI3K/AKT, MAPK y
Erkl/2, estos efectos son comparables con los tiempos de activacion reportados
para el BDNF y su activacion es dependiente del estado de glucosilacion del
receptor TrkB (Jang y cols, 2009; Liu y cols., 2014). Como se demostré en los
experimentos de WB para estudiar la activacion del TrkB bajo nuestras condiciones
experimentales. Por otra parte se ha demostrado que el 7,8-DHF activa de forma
selectiva al TrkB, si tener efectos sobre la activacion del TrkA y TrkC (Jang y cols.,
2009).

Adicionalmente el 7,8-DHF pertenece a la familia de los flavonoides, estos
son compuestos aromaticos polifendlicos que contienen un nucleo basico de flavona
y dos anillos aromaticos interconectados por tres atomos de carbono. Los
flavonoides poseen diversos efectos bioldgicos que incluyen efectos como agentes
antioxidantes y preventivos contra cancer, mejoramiento de la memoria, estimulan
la regeneracién neuronal, entre otros (Liu y cols., 2014). Se ha demostrado en
modelo de traumatismo cerebral que la administracién de 7,8-DHF disminuye el
area lesionada y el volumen de infarto (Wu y cols., 2014; Zhao y cols., 2016).
Durante el periodo de reperfusion post-isquemia se ha demostrado que se generan
las condiciones necesaria para la formacion de radicales libres, favoreciendo la
degeneracion neuronal (Lipton, 1999). En este sentido se ha demostrado que el 7,8-
DHF ejerce un papel neuroprotector antioxidante en un modelo de toxicidad por
glutamato (Chen y cols., 2011) y en un modelo de isquemia focal (Wang y cols.,
2014). Sin embargo debido a sus multiples acciones es dificil establecer una factible
relacion estructura-funcion. Finalmente el uso del 7,8-DHF permite el uso de
tratamientos crénicos, incluso por via oral (Liu y cols., 2010; Castello y cols., 2014),
se ha demostrado que la administracion de este no modifica el peso corporal, ni
alteraciones en la funcion renal o hepatica (Wu y cols., 2014). Con esta evidencia
experimental proponemos al 7,8-DHF como un potente agente farmacoldgico para

el tratamiento de la isquemia.
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9. Conclusioén

La activacion del receptor TrkB representa un mecanismo endégeno de
neuroproteccion de CA3. La proteccién ejercida por este factor trofico involucra la
via de sefializacion PI3K/AKT, favoreciendo la integridad de las membranas
neuronales y reduciendo la actividad de cascadas apoptéticas sin tener efecto en la
region CAL.
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10. Perspectivas

Explorar si las respuestas recuperadas posteriores a la privacion de
oxigeno y glucosa se mantienen durante tiempos prolongados de
forma estable.

Estudiar si los efectos reportados en esta tesis pueden ser replicados
cuando la preincubacion con BDNF es posterior al periodo de
perfusion con OGD.

Evaluar en un modelo animal, el efecto protector mediado por la
activacion del TrkB con el flavonoide 7,8-DHF con pruebas
conductuales asociadas a la actividad hipocampal, histologia y

electrofisiologia.
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Figura 18. Registros de célula completa y extracelulares de la region CA3 del Hipocampo.

A) Registros continuos del voltaje de membrana de una célula piramidal de CA3b en condicion basal, durante
OGD (rojo) y reperfusion. La interrupcion en el trazo de voltaje muestra la despolarizacion irreversible de la
célula piramidal de CA3 durante la reperfusion. La ampliacion superior ilustra la rafaga de potenciales de accién
observados durante OGD. El inserto de abajo a la derecha muestra trazos de voltaje de la actividad sinaptica
basal, su incremento durante OGD (rojo). B) Gréfica de la probabilidad acumulada de los eventos espontaneos
registrados en fijacion de voltaje durante OGD en células piramidales de CA3 (n=26). C) Representacion
esquematica de los sitios de colocacién de los electrodos de estimulacion y registro. D) Trazos representativos
de las respuestas evocadas para las regiones CA3 y CA1 del hipocampo. Para diferenciar las respuestas
obtenidas al estimular las fibras musgosas (MF fEPSP) se consideraron los siguientes criterios: E) Fuerte
facilitacion por pulso pareado (S2/S1>2), F) Marcada facilitacion por frecuencia durante la estimulacién a 1Hz
(incremento del 300-400% de la respuesta basal); G) Sensibilidad a DCG V. Analisis estadistico ANOVA de
una viay post varianza de Newman-Keuls indicado con (*) una p< 0.05, (**) un valor de p<0.001 y (***) p<0.0001.
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Figura 19. La privacién de oxigeno y glucosa induce la activacion de los receptores TrkB en el Hipocampo.

A1) Western Blot representativo de la region CA3 y CA1 mostrando la fosforilacién de receptor TrkB (pTrkB) y
su control (B-actina). En condicion basal la pTrkB es mayor en la region CA3. La OGD aumenta la pTrkB en la
region CA3 y este efecto es revertido cuando las rebanadas fueron preincubadas con ANA-12. A2) Grafica de
barras del andlisis cuantitativo de Al (n=6, experimentos independientes). B1) Curso temporal de la activacion
de TrkB por su agonista 7,8-DHF solo o en presencia de ANA-12. B2). B2) Grafica de barras del andlisis
cuantitativo de la fosforilacion del TrkB de B1 a los tiempos indicados. Andlisis estadistico T de Student indicado
con (*) una p< 0.05, (**) un valor de p<0.001 y (***) p<0.0001.
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Figura 20. Vias de sefializacion activadas por el TrkB en la region CA3 y CA1 del Hipocampo.

A1) Western Blot representativo de lisados de la region CA3 y CA1 obtenidos de rebanadas preincubadas con
7,8-DHF mostrando el perfil de fosforilacion de las proteinas SHC, Gab, AKT, CaMKIl y ERK 1/2. B2) Gréfica
de barras de la cuantificacion por densitometria de los niveles de proteina de las diferentes vias de sefializacion
(n=4, experimentos independientes). Andlisis estadistico T de Student indicado con (*) una p< 0.05, (**) un valor
de p<0.001 y (***) p<0.0001.
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