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Papel del receptor RAGE en la determinacion de la sobrevida neuronal en un

modelo experimental de apnea del sueio por hipoxia intermitente.

Resumen

La Apnea del Suefio (AS) es un grave problema para la Salud Publica que afecta
a una notable proporcion de la poblacion. En animales de laboratorio la AS se modela a
través de la exposicion a hipoxia intermitente (HI) que induce alteraciones neuronales,
gliosis reactiva, expresion del receptor RAGE y de su ligando S100B en el SNC.

En esta tesis, desarrollamos un modelo de exposicién a Hl en cultivos primarios
de hipocampo de roedores y ello nos ha permitido disecar algunas de las rutas de
sefializacion que serian responsables de la neurodegeneracion y la gliosis reactiva que
se observa en modelos experimentales de AS. Asi, demostramos que la exposicidn a HI
induce stress oxidativo, activacion de HIF-1 y NF-kxB, un fenotipo reactivo en la
astroglia y el acortamiento de las neuritas. Estas alteraciones, que correlacionan con
los cambios observados en los animales expuestos al modelo de AS por HI, fueron
prevenidos por la aplicacidon en el medio de cultivo de anticuerpos neutralizantes de
RAGE asi como por la sobreexpresién de un dominante negativo de RAGE entregado
por un vector viral o el bloqueo farmacolégico de NF-kB y Akt. La manipulacién
experimental de los niveles de S100B no fue tan efectiva para reducir estas
alteraciones.

Basandonos en estos resultados utilizamos el mismo enfoque para intentar
disminuir las alteraciones neuro-gliales en el modelo experimental de AS por HI en
roedores. Asi, el bloqueo de RAGE con anticuerpos neutralizantes administrados
intrahipocampalmente o la expresion del dominante negativo de RAGE entregado por
un vector viral, tanto como el bloqueo farmacolégico de NF-kB fueron efectivos para
disminuir la gliosis reactiva y la neurodegeneracion.

Estos resultados indican que RAGE y NF-kB estarian involucrados en las
alteraciones neuronales y la gliosis reactiva inducidas por la AS. Estas rutas de
sefializacion serian asi interesantes blancos moleculares para el desarrollo de
estrategias de neuroproteccion utiles en la AS.

Palabras claves: Hipoxia Intermitente, gliosis reactiva, neurodegeneracion, S100B,

RAGE, NF-kB.



The role of RAGE receptor in the determination of neuronal survival in a model of

sleep apnea by intermittent hypoxia
Abstract

Sleep Apnea (SA) is a serious problem for Public Health that affects a prominent
proportion of the population. In laboratory animals SA is mimicked by the exposition to
Intermittent Hypoxia (IH) that induces neuronal alterations, reactive gliosis, RAGE

receptor expression and its ligand S100B in the central nervous system (CNS).

In this Thesis, we developed a model of IH exposition in primary cultures from
rodent hippocampus and this has allowed us to dissect some of the signaling pathways
that would be responsible of the neurodegeneration and reactive gliosis that is
observed in SA models. Thus, we showed IH exposition induces oxidative stress, HIF-1
and NF-kB activation, astroglial reactive phenotype and neurite reduction. These
alterations, that correlate with the observed changes in animals exposed to the AS
model by IH, were prevented by culture medium application of RAGE neutralizing
antibodies as well as RAGE dominant negative overexpression delivered by a viral
vector or the NF-xB and Akt pharmacological blockade. The manipulation of S100B

levels was not so effective to reduce these alterations.

Attending these results, we used the same approach to diminish neuro-glial
alterations in the SA experimental model by IH in rodents. Thus, RAGE blockade with
hipocampal administered neutralizing antibodies or the RAGE dominant negative
delivered by a viral vector, as well as the pharmacological blockade of NF-kB were

effective to diminish reactive gliosis and neuronal degeneration.

These results suggest that RAGE and NF-kB would be involved in the neuronal
alterations and reactive gliosis induced by SA. These signaling pathways would be
interesting molecular targets for the development of neuroprotection strategies useful

for SA treatment.

Keywords: Intermittent hypoxia, reactive gliosis, neurodegeneration, S100B, RAGE,

NF-kB.
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La apnea del sueio es una patologia prevalente en la Salud Publica

La apnea del sueiio (AS) es un desorden respiratorio del suefio que tiene una
gran importancia en la Salud Publica por su alta prevalencia e impacto en la salud y
calidad de vida (Lavie, 2012). Estudios realizados en Estados Unidos, Australia, India,
China y Corea han demostrado que la prevalencia de la AS alcanza entre el 4y 7/ en
hombres y entre el 2 y 5/ en mujeres (Young y cols., 1993; 2002; Punjabi, 2008). La AS
se caracteriza por interrupciones de la respiracion que se presentan reiteradas veces a
lo largo del periodo de suefio (Simmons y Pruitt 2012). Segun la definicién clinica de
este desorden, se considera que el diagnéstico de AS se alcanza cuando las
interrupciones duran al menos 10 segundos (Campana y cols., 2010; Park y cols., 2011)

y se presentan como minimo 5 veces por hora (Simmons y Pruitt, 2012).

El tipo mas comun de AS es la apnea obstructiva, en la cual las vias respiratorias
colapsan o se bloquean durante el suefio e impiden el paso normal del aire a pesar del
esfuerzo respiratorio (Pack, 1994; Badr, 1999; Eckert y Malhotra, 2008; Campana y
cols., 2010). Un tipo menos frecuente de AS es la apnea central, causada por
irregularidades en las sefiales del centro respiratorio del cerebro y caracterizada por la
ausencia de esfuerzo respiratorio (Eckert y cols., 2007). Sin embargo, algunos
pacientes de AS presentan una combinacién de ambos tipos a la que se denomina AS

compuesta (Morgenthaler y cols., 2006; Javaheri y cols., 2009).

Caracteristicas distintivas de la AS son los episodios de des-saturacion de
oxihemoglobina seguidos de la reoxigenacion debida al restablecimiento del flujo de
aire. Estos episodios generalmente inducen pequefios despertares que pueden
conducir a la deprivacién, fragmentacion o alteracién del suefio (Deegan y cols., 1995).
Durante los episodios de apnea la saturacion de oxigeno en la hemoglobina (SpO5,)
puede descender a valores muy bajos. Esta secuencia de oscilaciones en la saturacién
de oxigeno se denomina hipoxia intermitente (HI) y conduce a stress oxidativo con
produccién de especies reactivas del oxigeno (ROS, del inglés Reactive Oxigen Species)
(Lavie, 2003) y activacién de distintas cascadas de sefializacion intracelulares
(Semenza, 2000; Li y cols., 2006; Semenza y Prabhakar, 2007; Williams y Scharf, 2007;
Prabhakar y cols., 2009; Lavie, 2012; Song y cols., 2012).
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La gravedad de la AS se mide de acuerdo a la cantidad de episodios de apnea
por hora denominando este factor como indice de apnea-hipopnea (AHI, del inglés
Apnea-Hypopnea Index) o indice de interrupcién respiratoria (RDI, del inglés
Respiratory Disturbance Index) (Epstein y cols., 2009; Lavie, 2012; Simmons y Pruitt,
2012). Otro parametro importante en la AS es el nivel de hipoxemia, que se determina
por el indice de des-saturacion de oxigeno (ODI, del inglés Oxygen Desaturation Index)
calculado como el nimero de descensos en la saturacion de este gas en la
hemoglobina de, al menos, 3-4/ por hora de suefio (Lavie, 2012). Una medida
alternativa para este indice es el porcentaje de tiempo de suefio que el paciente pasa

con una saturacion de oxigeno arterial menor al 90/ (Lavie, 2012).

Una gran variedad de patologias se asocian a la AS, incluyendo enfermedad
cardiovascular, hipertension, obesidad, dislipemia, resistencia a insulina, somnolencia
y disfunciones neurocognitivas (Lavie, 2009; Levy y cols., 2009). Asi, la AS se ha
asociado a somnolencia diurna y fallas cognitivas como también a enfermedades
cardiovasculares y metabdlicas que llevan a un incremento en la mortalidad (Levy y
cols., 2011). Gran cantidad de trabajos realizados tanto en el terreno clinico como en el
experimental muestran que la AS es un factor de riesgo para hipertensién y accidentes
cardiovasculares (Peppard y cols., 2000; Marin y cols., 2005; Park y cols., 2011). Se ha
mostrado también una relacién entre la AS y fibrilacion arterial (Gami y cols., 2007;
Park y cols., 2011), arritmias (Mehra y cols., 2006; Park y cols., 2011), alteraciones en
los barorreflejos (Brooks y cols., 1999), hematocrito y presién arterial pulmonar
aumentados (McGuire y cols., 2001), cambios en la estructura y funcién cardiacas
(Kraiczi y cols., 1999), vasodilatacién alterada en arterias musculares y cerebrales
(Phillips y cols., 2004) y aumento en la respuesta a endotelina (Lefebvre y cols., 2006).
Otras alteraciones no relacionadas al sistema cardiovascular fueron asociadas con la
HI. Entre ellas se destacan la facilitacion de largo término en los musculos geniogloso y
diafragma (Baker y Mitchell, 2000; McKay vy cols., 2004) y facilitacidon sensorial a nivel

de los cuerpos carotideos (Peng y cols., 2003).

La AS también se considera factor de riesgo para alteraciones metabdlicas
como diabetes y desarrollo de resistencia a insulina (Punjabi y cols., 2003; 2004; Park y

cols., 2011). La AS afecta la cantidad y calidad del suefio, cuya restriccion afecta las vias
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metabdlicas (Knutson y cols., 2007; Levy y cols., 2009). Por ejemplo, se ha demostrado
que la restricciéon del sueiio experimental causa resistencia a insulina con incremento
de cortisol y de activacidon simpatica nocturna (Spiegel y cols., 1999). Adem3s, las
alteraciones en la duracion o continuidad del suefio se han asociado a reduccién de
leptina (Spiegel y cols., 2004; Taheri y cols., 2004; Chaput y cols., 2007) e incremento
de ghrelina (Spiegel y cols., 2004, Taheri y cols., 2004) en plasma, aumento del apetito
(Spiegel y cols., 2004), alteraciones en la tolerancia a glucosa (Tasali y cols., 2008) y
aumento del indice de masa corporal (Taheri y cols., 2004; Chaput y cols., 2007). Asi
mismo se han reportado alteraciones en la capacidad antioxidante, con una reduccién
en el estado total antioxidante y descenso en los niveles de vitaminas Ay E (Barcelé y

cols., 2006).

La AS también se asocia a complicaciones perioperatorias como dificultad de
intubacién (Siyam y Benhamou, 2002), incrementos en las depresiones respiratorias
por anestésicos y analgésicos (Chung y cols., 2008), aumento de reintubaciones
postoperatorias (Gupta y cols., 2001), arritmias cardiacas (Mooe y cols., 1996) y

mayores tiempos de internacidn (Gupta y cols., 2001).

La AS también ha sido relacionada con los episodios de isquemia cerebral,
como patologia subyacente previa (Valham y cols., 2008; Redline y cols., 2010; Park y
cols., 2011). Por otro lado, la relacién entre AS y epilepsia es reconocida desde los afos
ochenta (Wyler y Weymuller, 1981) y parece ser mas importante en adultos mayores
gue nunca presentaron epilepsia previamente (Malow y cols., 2000; Manni y cols.,

2003).

Bases bioldgicas de las alteraciones en la AS: stress oxidativo e inflamacion

La HI es considerada como el aspecto fisiopatoldgico caracteristico de la ASy ha
sido estudiada considerablemente, tanto a nivel experimental como clinico,
relacionadndola con alteraciones secundarias cardiovasculares y metabdlicas (Li y cols.,
2005; Volgin y cols., 2006; Jun y Polotsky, 2007; Savransky y cols., 2007; Dematteis y
cols., 2008; Levy y cols.,, 2008). Algunos autores proponen ademas que la

fragmentacion de suefio es otro factor fisiopatoldgico de la AS, especialmente en
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cuanto a las deficiencias cognitivas que presentan los pacientes con AS (Knutson y
cols., 2007; Levy y cols., 2009). Sin embargo, la mayoria de los autores acuerdan en
qgue la activacion del sistema nervioso simpdtico, el stress oxidativo y la inflamacién
sistémica son los principales mecanismos subyacentes de las alteraciones de la AS vy la

HI (Levy y cols., 2011).

El stress oxidativo es definido como una disrupcion en el balance de los
sistemas productores de oxidantes y los mecanismos de defensa antioxidantes (Lavie,
2012). El stress oxidativo generado por la AS, se atribuye principalmente a la reducida
disponibilidad de oxigeno seguida por un periodo de reoxigenacion que genera una
exacerbada produccién de ROS (McCord, 2000; Valko y cols., 2007; Lavie, 2012). Asi,
distintos estudios mostraron un aumento de biomarcadores de stress oxidativo en
pacientes de AS (Schulz y cols., 2000; Schulz y cols., 2000; Dyugovskaya y cols., 2002;
Carpagnano y cols., 2003; Lavie y cols., 2004; Yamauchi y cols., 2005; Jordan y cols.,
2006). A pesar de que las moléculas oxidadas son reguladores vitales de la funcién
celular y actian como segundos mensajeros en gran cantidad de vias de transduccién
de senales (Suzuki y cols., 1997), la produccién aumentada de ROS afecta gran
cantidad de funciones celulares por dafio a biomoléculas como lipidos, proteinas, DNA

y carbohidratos (Valko y cols., 2007).

El papel que se le atribuye a la inflamacién en las alteraciones observadas en
pacientes con AS es cada vez mas importante ya que modelos animales y celulares
expuestos a HI mostraron activacion de vias inflamatorias (Ryan y cols., 2005;
Greenberg y cols., 2006; McNicholas, 2009). Especialmente en este drea es donde
comienza a emerger el papel del factor de transcripcién conocido como factor nuclear
kappaB (NF-kB, del inglés Nuclear Factor kappaB) (Ver Recuadro 1) en la patologia de
AS (Lavie, 2012). Otro reconocido factor de transcripcién aumentado en la AS, tal como
en otras situaciones de hipoxia, es el factor inducible por hipoxia 1 (HIF-1, del inglés

Hypoxia Inducible Factor 1) (Ver Recuadro 2) (Garvey y cols., 2009).

NF-kB juega un rol esencial en la respuesta inflamatoria y dirige la expresién de
distintos factores que incluyen moléculas de adhesién, enzimas y citoquinas como
TNF-o, IL-6 e IL-8 (Kletsas y cols., 2004; Greenberg y cols., 2006; Tsatsanis y cols.,

2006). Distintos trabajos, tanto en modelos animales y celulares de HI como estudios
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en pacientes de AS, mostraron una activacién de NF-xB y sus genes blanco,

especialmente TNF-a (Ryan y cols., 2005; 2006; 2007; Greenberg y cols., 2006; Htoo y

cols., 2006; Yamauchi y cols., 2006).

Recuadro 1: Regulacién del factor de transcripcion NF-xB
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Modificado de Alberts y cols., Molecular Biology of the Cell (2008) Garland.

En mamiferos existen 5 miembros de la familia de factores de transcripcion Rel/NF-xB
(RelA, RelB, c-Rel, NF-kB1 y NF-kB2) que forman hetero- u homodimeros, siendo el mds comun
de ellos el compuesto por las subunidades p50/RelA (p50/p65). Los dimeros se encuentran
retenidos en el citoplasma, asociados a un inhibidor llamado IkB que ocluye su secuencia de
localizaciéon nuclear.

Distintos receptores de membrana pueden activar la via de sefializacion de NF-xB en
células animales. Una vez activados, estos receptores inducen una cascada de fosforilacion,
ubiquitinizacion y consecuente degradacion de IkB (Mercurio y cols., 1997; Zandi y cols., 1997).
La fosforilacion de kB es mediada por la kinasa de IkB (IKK, del inglés /xB Kinase), que es un
complejo multiprotéico que contiene dos proteinas kinasas serina/treonina (IKKa e IKKB) y una
proteina regulatoria llamada NEMO (del inglés NF-xB Essential Modifier) o IKKy. Una vez
liberado de su complejo protéico inhibidor, NF-kB puede translocar al nicleo e iniciar la
transcripcion de cientos de genes que participan en distintos procesos celulares. Entre los
genes regulados por NF-kB se encuentra el gen que codifica para IkBa., estableciéndose asi un
feedback negativo sobre la propia regulacidn del factor de transcripcion.
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Recuadro 2: Regulacion del factor de transcripcion HIF-1a
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Apoptosis

HIF es un factor de transcripcidn con un rol esencial en la respuesta intracelular a la
hipoxia. HIF es un heterodimero compuesto por 2 subunidades: la subunidad HIF-1c sensible a
oxigeno y la subunidad HIF-13 expresada constitutivamente (Wang y cols., 1995). HIF-1a se
sintetiza constitutivamente pero es rdpidamente degradado en condiciones de normoxia
(Sharp y Bernaudin, 2004; Semenza, 2004; 2007). La degradacidn ocurre via prolil-hidroxilasas
que utilizan O, y a-cetoglutarato como sustratos para hidroxilar dos residuos prolina de la
subunidad a del factor de transcripcion. HIF-1o hidroxilado se une a la proteina von Hippel-
Lindau (VHL) que recluta subunidades de la ubiquitin-ligasa E3, convirtiendo a HIF-1a. en
blanco de ubiquitinacidn y degradacion en el proteosoma 26S. En condiciones de hipoxia se
reduce la actividad de la prolil-hidroxilasa, resultando en menor hidroxilacidn y degradacién de
HIF-1a. Entonces esta subunidad es capaz de dimerizar con HIF-1 para formar el complejo
transcripcional HIF-1. Este complejo se une a elementos respondedores a hipoxia (HRE, del
inglés Hypoxia Responsive Elements) en genes blanco y recluta proteinas co-activadoras
induciendo la transcripcion de genes codificantes para enzimas metabdlicas y factores pro-
angiogénicos (Cunningham y cols., 2012; Xia y cols., 2012).

HIF-1 es activado en respuesta a condiciones de hipoxia. En cultivos celulares y
animales expuestos a HI se describid un aumento en la activacién de este factor
(Semenza y Prabhakar, 2007; Prabhakar y cols., 2009). A pesar de ésto, no se ha
demostrado un aumento en la abundancia de este factor de transcripcion en
pacientes, pero se encontraron incrementados algunos de sus genes blanco como la

eritropoyetina y el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, del inglés Vascular
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Endothelial Growth Factor) (Lavie y cols., 2002; 2005; Valipour y cols., 2004; Winnicki y
cols., 2004).

En diversos trabajos se ha evidenciado un crosstalk entre HIF-1o. y NF-kB en
condiciones de hipoxia continua. Se ha demostrado que existe un sitio de unidn para
NF-kB en el promotor de HIF-1a y que, en condiciones de hipoxia, NF-kB controla la
expresion del RNA mensajero de HIF-1a (Belaiba y cols., 2007; Taylor, 2008; van Uden
y cols., 2008). Igualmente, NF-kB es afectado por la via de HIF-1a por sobre-regulacién
de p65 y de IKKaw (Walmsley y cols., 2005; Belaiba y cols., 2007). Estos hallazgos
aumentan el nivel de complejidad en las funciones de ambos factores de transcripcion

(Lavie y Lavie, 2009).

Tanto el stress oxidativo como la inflamacién son reconocidos como
mecanismos fundamentales para el desarrollo de diferentes alteraciones
fisiopatoldgicas (Lavie, 2012). Una vez iniciado, el stress oxidativo promueve
inflamacién que, a su vez, causa stress oxidativo (Lavie, 2003; Ryan y cols., 2005). De
esta manera se establece un circuito de retroalimentacion positiva entre ambos

mecanismos que promueven disfuncidn celular y alteraciones en el organismo.

Alteraciones del sistema nervioso central producidas por la AS

La AS no es solamente un trastorno respiratorio con consecuencias metabdlicas
y cardiovasculares. Como se comentd previamente, los ciclos de hipoxia y la
fragmentacion del suefio pueden provocar fallas en las funciones cerebrales que
afectan el desempefio de la vida diaria y ademas son importantes causas de la
somnolencia y la falta de atencidon que pueden ocasionar accidentes de transito. La
mayoria de los pacientes de AS no diagnosticados presentan dificultades conductuales,
gue incluyen somnolencia, fatiga, fallas en la memoria, falta de concentracién y, en
menor medida, problemas sensoriales o motores. A pesar de la clara asociacién
patoldgica observada en el ambiente clinico, es dificil discernir si la AS contribuye
directamente a las fallas neurocognitivas ya que generalmente los pacientes padecen

otras enfermedades como diabetes, hipertensién y enfermedad cerebrovascular.
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La idea de que la AS induce el dafio neuronal surge a partir de la experiencia de
tratamientos efectivos para la AS, que muestran mejoria en los problemas
neurolégicos, aunque resultan incapaces de revertirlos completamente (Dempsey vy
cols., 2010). Recién en los ultimos afios se comenzaron a conocer algunos de los
eventos que ocurren en el sistema nervioso central (SNC) de los pacientes de AS y de la
relaciéon que éstos pueden tener con la fragmentacién del suefio y con la HI (Xie y cols.,
2012). Se han realizado numerosos estudios de neuroimagenes en pacientes con AS y
algunos de ellos han descripto cambios notables de la arquitectura cerebral. Los
cambios estructurales muestran esencialmente inflamacion, atrofia y muerte celular
(O’Donoghue y cols., 2012). Asi mismo, se ha demostrado una disminucién en la
sustancia gris del hipocampo, corteza cingulada anterior, cerebelo, |I6bulos temporales
y frontales de pacientes con AS (Macey y cols., 2002; Morrell y cols., 2010; Gale y
Hopkins, 2004; Lal y cols., 2012). Estos estudios atribuyen las alteraciones cognitivas
gue ocurren en pacientes con AS a los cambios funcionales y anatdmicos descriptos a
nivel cerebral, especialmente en la corteza prefrontal y el hipocampo (Naégele y cols.,

1995; 1998; 2006; Macey vy cols., 2002; Bartlett y cols., 2004; Rae y cols., 2009).

En los ultimos anos, también han resultado fundamentales los estudios basados
en modelos animales, que permitieron realizar un gran avance en la diseccién y el
entendimiento de los mecanismos subyacentes de las alteraciones neurocognitivas de
la AS (Xie y cols., 2012). Andlogamente a lo que ocurre en pacientes, se ha descripto
gue la exposicién de animales a HI durante el suefio se asocia con déficit en el
aprendizaje espacial, como también con pérdida neuronal en corteza e hipocampo
(Gozal y cols., 2001; Row y cols., 2002). Distintos factores y vias de senalizacidon fueron
propuestos como efectores de la Hl y de la fragmentacion del suefio (Xie y cols., 2012).
Uno de los mecanismos propuestos es la apoptosis neuronal, que puede ser inducida
por los episodios de hipoxia y causar una desorganizaciéon de la citoarquitectura
hipocampal (Gozal y cols., 2001; Goldbart y cols., 2003). Esta hipdtesis es respaldada
por la deteccidn de apoptosis en el darea CA1 del hipocampo luego de la exposicién a Hl
y precediendo la apariciéon de fallas en la memoria (Gozal y cols., 2001; Avilés Reyes,

Angelo y cols., 2010).

18



Introduccion

Otro factor implicado en las alteraciones de la AS sobre el SNC es el stress
oxidativo (Wang y cols., 2010). El cerebro es uno de los 6rganos mas sensibles al dafio
oxidativo por la presencia de gran cantidad de acidos grasos insaturados, el gran
consumo de oxigeno y la escasez de mecanismos de defensa antioxidantes (Butterfield
y cols., 2002; Wang y cols., 2010). Dado que el stress oxidativo esta implicado en el
deterioro cognitivo que ocurre durante el envejecimiento y las enfermedades
neurodegenerativas (Beal y cols., 1995), también se le asigna un papel importante en
las alteraciones neurocognitivas de la AS. Se ha demostrado que la Hl induce aumentos
en los niveles de peroxidacion de lipidos y oxidacién de proteinas y acidos nucléicos en
la corteza cerebral, que conducen a apoptosis (Gozal y cols., 2001; Row y cols., 2003;
Veasey y cols., 2004; Xu y cols., 2004; Zhan y cols., 2005a; 2005b; Fung y cols., 2007).
Las alteraciones cognitivas se asocian al incremento de apoptosis y stress oxidativo en
el drea CA1 del hipocampo y la corteza cerebral (Veasey y cols., 2004; Zhan vy cols.,
2005a; 2005b). Apoyando esta hipdtesis, se realizaron distintos trabajos donde se
demostré la capacidad de algunos antioxidantes para revertir las fallas cognitivas y los
niveles de apoptosis y produccién de ROS (Row y cols., 2003; Kheirandish y cols., 2005;
Zhan y cols., 2005a; 2005b).

La HI inducida por la AS también puede comprometer la fosforilaciéon oxidativa
generando una menor disponibilidad de ATP para mantener el gradiente iénico en las
neuronas, lo que seria la base de la disfuncién neuronal previa a la apoptosis (Xie y
cols., 2012). Esta hipdtesis es respaldada por estudios de imagenes por resonancia
magnética en pacientes sometidos a tareas de atencidn sostenida que mostraron
actividad disminuida en regiones frontales, parietales y del cingulado (Ayalon y cols.,
2009). Sélo algunos estudios investigaron los efectos de la HI sobre la excitabilidad
neuronal y la transmision sindptica, demostrando que la HI disminuye la excitabilidad
de las neuronas hipocampales (Xie y cols., 2010). La potenciacién de largo término,
propuesta como uno de los mecanismos celulares de la formacion de las memorias de
largo término, también es afectada por la HI (Xie y cols., 2010), convirtiéndose en otro
probable factor involucrado en los déficits de la memoria observados tanto en
pacientes como en modelos animales. Otros estudios electrofisioldgicos revelaron que

la AS experimental produce un aumento en los niveles de glutamato, que conducen a
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excitotoxicidad en el hipocampo con la consecuente apoptosis de las neuronas del
area CAl del hipocampo (Fung y cols., 2007). Adicionalmente, se observé una
disminucion en el receptor de NMDA en la corteza y drea CA1 luego de la HI (Gozal y
cols., 2001). Este resultado respalda la hipdtesis de que la excitotoxicidad por
glutamato subyace las consecuencias estructurales y comportamentales de la HI (Albin
y Greenamyre, 1992). El factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF, del inglés
Brain Derived Neurotrophic Factor), que es expresado y liberado de manera
dependiente de la actividad en el SNC, puede modular la plasticidad y transmisién
sindptica (Poo, 2001; Lu, 2004; Lu y cols., 2008; Rose y cols., 2004). Este factor estd
reducido luego de exposicion a HI (Xie y cols., 2010), constituyendo asi otro probable

factor implicado con las fallas en la plasticidad hipocampal y en la memoria.

Como se comentd anteriormente, la respuesta hipodxica activa el factor de
transcripcion HIF-1a, lo que se evidencia en el aumento de HIF-1 activo en el SNC de
animales de experimentacion (Pengy cols., 2006) e in vitro en células PC12 expuestas a
HI (Yuan y cols., 2005). Los ROS generados y los cambios intracelulares de Ca**
cooperarian en la induccion de la acumulacién de HIF-1a en la HI (Yuan y cols., 2008).
Estudios de pérdida de funcién utilizando quelantes de Ca** demostraron que la
ausencia de este ion induce una disminucidn en la activacién de HIF-1 inducida por la
HI (Yuan vy cols.,, 2005). Otros estudios agregan como responsables de las
consecuencias de la AS en el SNC a la disfuncion mitocondrial, induccién de
mediadores inflamatorios y regulaciéon alterada de cascadas de genes pro- y
anti-apoptéticos (Gozal y cols., 2001; 2002; 2003; Goldbart y cols., 2003; Li y cols.,
2003).

La activacidn de la inmunidad innata genera inflamacion

La respuesta de los mamiferos a los patdgenos tiene esencialmente dos niveles
conocidos como inmunidad innata e inmunidad adaptativa. La respuesta inmune
innata es una respuesta genérica, no especifica para un patdgeno particular y tiene
tres lineas de defensa que pueden prevenir o detener una infeccion. La primera de

estas lineas estd compuesta por barreras fisicas y quimicas que previenen el ingreso de
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microorganismos al cuerpo. Ejemplos de esta estrategia son la piel y el pH estomacal.
La segunda linea de defensa comprende las respuestas intrinsecas de las células, por
las cuales una célula individual reconoce que ha sido infectada y reacciona eliminando
o dafiando al patégeno, como por ejemplo la fagocitosis de una bacteria y su posterior
digestion en los lisosomas. La tercera linea de la inmunidad innata depende de un
grupo de receptores expresados en células inmunocompetentes que reconocen
moléculas conservadas de los patégenos y se activan rapidamente para montar una
respuesta celular con el objetivo de eliminarlos. Estas moléculas reciben el nombre de
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP, del inglés Pathogen Associated
Molecular Pattern). Los receptores encargados de reconocer PAMP estan altamente
conservados en la evolucion y se denominan receptores de reconocimiento de
patrones moleculares (PRR, del inglés Pattern Recognition Receptor) (Kumar y cols.,

2009; Olive, 2012).

Mas recientemente, se pudo observar que la inmunidad innata también se
activa en ausencia de patégenos por el dafio tisular inespecifico, por ejemplo el
derivado de la necrosis. Para ello, los PRR no responden sélo a PAMP sino también a
sefiales de dafio o alarma generadas por células afectadas o que estan sufriendo stress
metabdlico. Estas moléculas enddgenas capaces de activar la inmunidad innata, son
conocidas como patrones moleculares asociados a daifo (DAMP, del inglés Damage
Associated Molecular Pattern) (Matzinger, 1994; 2002). Los DAMP, una vez expuestos
al espacio extracelular, interaccionan con receptores PRR presentes en células
inmunocompetentes y activan la inmunidad innata produciendo inflamacién
(Medzhitov y Janeway, 2000; Mollen y cols., 2006). Las células afectadas o en vias de
muerte también pueden generar signos de dafio por clivaje de moléculas que forman
parte de los componentes estructurales de la matriz extracelular, constituyendo asi
DAMP de origen extracelular (Rosin y Okusa, 2011). Los DAMP incluyen moléculas
como las heat shock proteins, HMGB1 (del inglés High Mobility Group Box 1),
$100/calgranulinas, DNA doble cadena, acido urico, ATP, adenosina, tiorredoxina, ROS,
heparan sulfato, fibronectina, fibrindgeno, acido hialuréonico y productos de
glicosilacion/oxidacién de proteinas y lipidos formados durante el stress oxidativo

(Schenk y cols., 1996; Bertini y cols., 1999; Bours y cols., 2006; Bianchi, 2007; Di
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Virgilio, 2007; Fredholm, 2007; Blackburm y cols., 2009; Trautman, 2009; Piccinini y
Midwood, 2010; Rosin y Okusa, 2011).

Los PRR pueden clasificarse en receptores asociados a célula o secretados
(Sirisinha, 2011). Los PRR asociados a células se encuentran en la membrana
plasmatica o en membranas intracelulares como las de endosomas, del reticulo
endoplasmatico o de lisosomas (Kawai y Akira, 2010; Kumagai y Akira, 2010). También
existen PRR citoplasmaticos y otros que, como consecuencia de splicing alternativo,
pierden su dominio de anclaje a membrana y son secretados al espacio extracelular,
probablemente con un rol modulador de la respuesta inmune innata que aun no se

comprende totalmente.

Los PRR de membrana, luego de la activacion por los ligandos
correspondientes, se oligomerizan y forman grandes complejos que reclutan
adaptadores intracelulares para activar diferentes cascadas de sefalizacién intracelular
(Newton y Dixit, 2012). Genéricamente los PRR activados envian sefiales a moléculas
adaptadoras que, a su vez, actlan como mensajeros para activar kinasas y factores de
transcripcion que translocan al nucleo para inducir la expresién de genes involucrados
en la defensa del hospedador y en inflamacién (Beutler, 2009; Blasius y Beutler, 2010;
Kawai y Akira, 2010; Kumagai y Akira, 2010; Takeuchi y Akira, 2010). Si bien los PRR
activan varios factores de transcripcion, la mayoria de las rutas de sefializacidén
conducen a la activaciéon de NF-kB (Ver Recuadro 3) (van Beijnum y cols., 2008; Hansen
y cols.,, 2011). Esencialmente las moléculas efectoras (citoquinas, quimoquinas,
enzimas inflamatorias, IFNy, entre otras) determinan la activacion de la inflamacién y
reclutan las células de la inmunidad adaptativa (Jeong y Lee, 2011; Newton y Dixit,
2012). Dado que los PRR juegan un rol primordial en la iniciacién y mantenimiento de
la respuesta inmune (Janeway, 1992; Medzhitov y Janeway, 1997; 2002), su regulacion
por diversos factores es muy importante en el desarrollo de enfermedades

inflamatorias crénicas y en la neuroinflamacion (Jeong y Lee, 2011).
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Recuadro 3: Esquema simplificado de las vias de seiializacion de los PRR como RAGE y TLR

Citoquinas proinflamatorias

Modificado de http://www.invivogen.com

Existen distintos PRR descriptos en la bibliografia. Entre los mdas comunes se
encuentran los receptores tipo Toll (TLR, del inglés Toll Like Receptors) y RAGE. La estimulacion
de RAGE induce la activacion de NF-kB por activacion de MAPK (Erk1/2 y p38). Asi RAGE puede
tanto iniciar como perpetuar la respuesta inflamatoria (van Beijnum y cols., 2008).

Los receptores TLR, a excepcion del TLR3, sefializan en una forma comun que involucra
el reclutamiento del adaptador MyD88, para luego activar miembros de la familia IRAK que,
después de sucesivas fosforilaciones, activan el complejo IKK encargado de la fosforilacion de
IkB que permite su degradacién proteosomal y la activacién de NF-kB (Marsh y cols., 2009).

Activacion de la inmunidad innata en el SNC

Histéricamente el SNC fue considerado un sitio inmunoprivilegiado por
encontrarse detrdas de la barrera hematoencefalica (BHE) y relativamente poco
expuesto a patégenos. Sin embargo en los Ultimos afios, distintos trabajos mostraron
gue el SNC también puede montar una respuesta inmune innata a DAMP en ausencia
de infeccidon (Nguyen y cols., 2002; Galea y cols., 2007). Los PRR se expresan en células
inmunes y no inmunes del SNC (Gasque v cols., 2000), especialmente en la microglia y
los astrocitos. Las células de la glia responden a la injuria con un fendmeno conocido
como gliosis reactiva, que puede contribuir a la sobrevida neuronal secretando

factores neurotroficos o bien inducir muerte neuronal por la liberacion de moléculas
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proinflamatorias. Si bien no estdn claros los mecanismos que determinan la
prevalencia de las funciones benéficas o perjudiciales para la sobrevida neuronal, se ha
planteado la participacion de los PRR en el establecimiento de la respuesta inicial de
gliosis reactiva que promueve la inflamacién capaz de cambiar el perfil protector de la
astroglia hacia un perfil proinflamatorio inductor de neurodegeneracién (Zamanian y

cols., 2012).

Si bien la microglia es el tipo celular fundamental para la respuesta inmune del
SNC, los astrocitos podrian ser las células mds estratégicas para la iniciacion y
progresion de las funciones inmunes innatas en el SNC debido a su rdpida respuesta
luego del dafo tisular y su capacidad de participar de las respuestas inmunitarias en
forma facultativa de acuerdo al nivel de la injuria (Dong y Benveniste, 2001; Elward y
Gasque, 2003). Muchos estudios indican que los astrocitos reactivos (junto con la
microglia activada) y sus productos de secrecién pueden tener acciones
neuroprotectoras (Farina y cols.,, 2007) o bien inducir neuroinflamaciéon vy
neurodegeneracién (Zamanian y cols., 2012). Ademas, los astrocitos expresan algunos
PRR fundamentales en el reconocimiento de agentes infecciosos y sefales de dafo
enddgenas. Por otra parte, se ha demostrado que el rol de los astrocitos en Ia
regulaciéon de la neuroinflamacién depende de la via de senalizacién de NF-xB

(Brambilla y cols., 2005; van Loo y cols., 2006).

Estd claro que la activacion de la inmunidad innata en el SNC induce
neuroinflamacion luego de injurias agudas como la isquemia cerebral, la injuria
traumatica, convulsiones epilépticas, entre otras. Sin embargo, es poco lo que se
conoce acerca de la activacion de estas respuestas en patologias crénicas del SNC
como la AS, aunque es probable que la activacidon de la inmunidad innata en forma
crénica induzca un estado proinflamatorio en el SNC que induce secundariamente una
mayor neurodegeneracidon. Precisamente esta tesis versard sobre el estudio de la
activacion de la inmunidad innata en la AS y las posibilidades de controlar esta

respuesta para mejorar la sobrevida neuronal en estas condiciones.
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S100B y su receptor RAGE como activadores de la inmunidad innata

S100B fue el primer miembro de la familia de proteinas S100 que se identifico.
Esta proteina es abundante en el cerebro donde se localiza especialmente en los
astrocitos (Donato, 2001; Donato y cols., 2009). S100B tiene multiples funciones
regulatorias intracelulares fundamentalmente por su capacidad de unir ca® y asi
contribuir a regular sus concentraciones intracelulares. Algunas de las funciones de la
S100B intracelular incluyen ademas de la participacién en la homeostasis de Ca”, la
regulacion de la actividad enzimatica, la fosforilacién de proteinas, el metabolismo
energético, la dinamica de los componentes del citoesqueleto y la morfologia,
migracion, proliferacién y diferenciacién celular, (Donato y cols., 2009; Sorci y cols.,

2010).

La expresién y secrecion de S100B aumentan significativamente en la gliosis
reactiva (Donato, 2003; Ramos y cols., 2004). La liberacién de S100B ocurre por una via
no clasica de secrecion y es controlada por los niveles de Ca®, pudiendo ser regulada
por diversos factores y condiciones incluyendo el stress celular, exposicién a glutamato
o TNF-a (Donato y cols., 2009). La presencia de S100B en el liquido cefalorraquideo y
sangre periférica es utilizada con fines diagndsticos y prondsticos de dafio cerebral
luego de la isquemia o injuria traumatica cerebral (Sen y Belli, 2007). En los ultimos
afios se comenzo a aceptar que la secrecion aumentada de S100B luego de la injuria le
permitiria actuar como DAMP (Sorci y cols., 2010). En ese marco, la secrecién activa
por parte de astrocitos reactivos o la secrecidn pasiva desde astrocitos en necrosis en
las areas de lesidn cerebral le permitirian a S100B convertirse en una seial activadora

de la inmunidad innata.

La concentracion extracelular de S100B en el tejido sano, en ausencia de lesion,
se estima del orden nanomolar. Frente al dafo o necrosis de astrocitos, la
concentracion de S100B puede ser de varios érdenes de magnitud mayor debido a una
combinacién dada por liberacion pasiva de la proteina intracelular, clearance
defectuoso de la proteina extracelular como consecuencia de inflamacion, formacion
de oligémeros de S100B inducida por Ca®" y adhesién de los oligbmeros a la matriz
extracelular (May cols., 2007; Ostendorp y cols., 2007). En estas condiciones S100B se

comportaria como DAMP (Sorci y cols., 2010).
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S100B, luego de ser secretada al espacio extracelular, también actia como
sefial de comunicacién entre células de la glia y neuronas. Ensayos in vitro realizados
por diferentes grupos de trabajo, incluyendo el nuestro, han demostrado que S100B
tiene efectos duales como factor neurotréfico o neurotéxico dependiendo de la
concentracion alcanzada en el medio extracelular. Mientras dosis del orden nanomolar
(nM) son neurotroéficas, dosis mayores de orden micromolar (uM) tienen efectos
neurotoxicos (Van Eldik y Wainwright, 2003; Villarreal y cols., 2011). S100B en altas
dosis causa apoptosis neuronal tanto por via de accién directa sobre las neuronas (Hu
y cols., 1997; Villarreal y cols., 2011) como por estimulacién de la liberacién de 6xido
nitrico (NO, del inglés nitric oxide) desde los astrocitos (Fano y cols., 1993). Por otro
lado, bajas dosis de S100B (del orden nM) protegen las neuronas de estimulos
apoptéticos (Huttunen y cols., 2000; Businaro y cols., 2006) y de la excitotoxicidad por
glutamato (Ahlemeyer y cols., 2000; Villarreal y cols., 2011), como también aumentan
la extensién de neuritas (Winningham-Major y cols., 1989; Van Eldik y cols., 1991;
Bhattacharyya y cols., 1992; Ueda y cols., 1995; Nishi y cols., 1996; Haglid y cols.,
1997), estimulan la proliferacion astrocitaria (Selinfreud y cols., 1991) e inducen
neurogénesis (Kleindienst y cols., 2005; Kleindienst y Bullock, 2006). Se ha propuesto
que el efecto protector de S100B sobre las neuronas podria ser indirecto, por
estimulacion de astrocitos a captar glutamato (Tramontina y cols., 2006) y reduccién
de la activacién por neurotoxinas de astrocitos y microglia (Reali y cols., 2005). Sin
embargo, nuestro laboratorio demostrd en cultivos puros de neuronas corticales que
S100B facilita la sobrevida neuronal frente al stress excitotdxico por una via
dependiente del receptor para productos avanzados de glicosilacion (RAGE, del inglés
Receptor for Advanced Glycation Endproducts) y su efector NF-xB (Villarreal y cols.,
2011). La exposicidon a niveles altos de S100B induce la activacién de astrocitos y
microglia hacia un perfil proinflamatorio con aumento de la actividad de iNOS vy
secrecion de interleuquinas proinflamatorias, lo que muestra su participacién en la
neuroinflamacién (Hu y cols., 1996; Lam vy cols., 2001; Bianchi y cols., 2007; 2008;
Ponath y cols., 2007).

Una vez en el espacio extracelular, S100B interacciona con el receptor RAGE

para transducir sus efectos (Huttunen y cols., 2002; Donato, 2007). Este receptor es un
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PRR ampliamente conocido por su papel en la propagacion de la inflamacion en la
diabetes donde se lo ha sefalado como el principal responsable de la neuropatia
diabética y otras complicaciones vasculares asociadas a esta enfermedad (Yonekura y
cols., 2005; Soro-Paavonen y cols., 2008) debido a su capacidad de ser activado por los
productos avanzados de glicosilacion (AGEs, del inglés Advanced Glycation
Endproducts). Sin embargo, gracias a su capacidad multiligando, RAGE es un PRR que
no sélo interacciona con S100B, sino también con otras moléculas que incluyen
anfoterina o HMGB1, y péptido B-amiloide (Hori y cols., 1995; Yan y cols., 1996;
Hofmann y cols., 1999).

La activacion de RAGE promueve su propia expresion, sugiriendo una funcion
del receptor como factor de propagacion y perpetuacién de una sefial de liberacién de
DAMP local (Chavakis y cols., 2004; Bopp y cols., 2008; Villarreal y cols., 2011). En el
cerebro RAGE se expresa constitutivamente durante el desarrollo para luego volverse
indetectable en el cerebro adulto (Rong y cols., 2005). La injuria cerebral induce la
reexpresion de RAGE, especialmente en neuronas y en menor medida en células de la
glia (Ma y cols., 2003; Ponath y cols., 2007; Villarreal y cols., 2010). En nuestro
laboratorio hemos obtenido resultados que demuestran que la reexpresion de este
receptor en neuronas se induce por excitotoxicidad por glutamato, por la exposicion a
un medio hipoosmolar o por la exposicidon a niveles aumentados de su ligando S100B
en concentraciones compatibles con su rol como DAMP (Villarreal y cols., 2011). Las
neuronas que expresan RAGE se vuelven mas sensibles al efecto dual de las diferentes
concentraciones de S100B adicionada al medio de cultivo (Villarreal y cols., 2011). Los
efectos duales de S100B (pro-sobrevida y extensién de neuritas o induccidon de muerte
neuronal) son dosis dependiente y resultan bloqueados por anticuerpos neutralizantes

de RAGE (Villarreal y cols., 2011).

En resumen, los efectos de S100B la sefialan como DAMP, ésto es, un factor
liberado desde células necréticas o dafiadas capaz de activar células de respuesta
inmune innata (como astrocitos y microglia), que participan en la respuesta
inflamatoria. Asi, S100B puede ser considerada como DAMP teniendo en cuenta que
su acumulacién en el espacio extracelular contribuye a la respuesta inflamatoria como

ligando activador del PRR RAGE y como factor capaz de sobre-regular la expresion de
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este mismo receptor en las células reactivas (Sorci y cols., 2010; Villarreal y cols.,
2013). Por otro lado, la proteina S100B se secreta activamente por un mecanismo
independiente de la via clasica del aparato de Golgi (Rammes y cols., 1997). Este modo
de secrecion es tipico de los factores DAMP que poseen un rol en la homeostasis,
como moléculas intracelulares, pero que pueden convertirse en seiales
proinflamatorias luego de su liberacién al espacio extracelular dada por dafio,

infeccidn o inflamacidn (Yang y cols., 2005).

La activacién de RAGE por sus ligandos estimula la sefializacién mediada por el
factor de transcripcion NF-kB (Bierhaus y cols., 2005; Wang y cols., 2008; Villarreal y
cols., 2011), involucrado en la activacidon de genes asociados a sobrevida o muerte
celular y genes relacionados a la respuesta inflamatoria (Chen y Greene, 2003). A nivel
del sistema nervioso, la activacion de NF-kB por diferentes cascadas de senalizacion ha
sido implicada en la regulacion de diversas funciones celulares y aun no esta claro la
prevalencia de efectos de induccién de sobrevida o muerte neuronal (Gutierrez y cols.,
2005; Mémet, 2006). Se ha propuesto que la sobreexpresion de COX-2, IL-13 y TNF-a
inducidos por el sistema S100B-RAGE requieren la activaciéon de NF-kB (Bianchi y cols.,
2010), en concordancia con sus roles como DAMP-PRR. En nuestro laboratorio hemos
demostrado que la sobreactivacion de RAGE por niveles tipo DAMP de S100B modifica
el estado de fosforilacion de la subunidad p65 NF-kB y ello es fundamental para
controlar la activaciéon de NF-kB, lo que en definitiva determina la sobrevida o muerte
neuronal (Villarreal y cols., 2011). Por otra parte, en astrocitos la interaccion de RAGE
con S100B induce la activacion de NF-kB que tiene, en este tipo celular, un papel
importante en la conversién hacia el fenotipo proinflamatorio que induce
secundariamente neurodegeneracion (Villarreal y cols., 2013; Zamanian y cols., 2012).
Asi mismo, los astrocitos se vuelven reactivos in vitro cuando son expuestos a niveles
de S100B compatibles con su rol como DAMP, un efecto que requiere RAGE vy
diferentes rutas de sefializacién incluyendo NF-kB, Erk1/2, Akt y pequefias RhoGTPasas

(Villarreal y cols., 2013).

28



Introduccion

Modelos experimentales de AS

Hasta la actualidad no se han identificado animales que desarrollen AS
espontdneamente. La gran mayoria de los modelos animales de AS se basan en la HI.
En estos modelos, los animales de experimentacion son sometidos durante el periodo
de sueio a atmdsferas con concentraciones de oxigeno oscilantes. Estas oscilaciones
pueden tener una duracidon desde segundos hasta minutos y las concentraciones de
oxigeno del periodo hipdxico pueden descender hasta valores de entre el 4/ y el 10/ .
Los animales usualmente son expuestos a la HI por 6-12 horas diarias durante varios
dias (Gozal y cols., 2001; Avilés Reyes, Angelo y cols., 2010; Reinke y cols., 2011; Wang
y cols., 2011). Otros modelos utilizan mdascaras nasales para lograr que el animal
respire la concentracién de oxigeno deseada, una estrategia mds controlada pero
altamente invasiva (Almendros y cols.,, 2011). Unos pocos autores han utilizado
dispositivos que sujetan la cabeza del animal en posiciones que dificultan la respiraciéon
y benefician la apnea (Neuzeret y cols., 2011). Existen también modelos de AS que se
basan en la fragmentacién de suefio donde la base de la jaula del animal es movida
periddicamente con el objetivo de evitar el suefio continuo (Mc Kenna vy cols., 2007;

Ward y cols., 2009; Nair y cols., 2011).

Los modelos celulares de HI aun no se han desarrollado ampliamente. La
dificultad para establecer este tipo de modelos radica en la obtencién de ciclos
intracelulares de oxigeno rapidos teniendo en cuenta la inercia dada por la disoluciéon
de los gases en el medio de cultivo, la ausencia practicamente de matriz extracelular y
de hemoglobina como transportador de los gases (Baumgardner y Otto, 2003). Sin
embargo, algunos grupos han desarrollado modelos in vitro que consisten en exponer
cultivos celulares, que pueden ser de distintos tipos, a ciclos de HI que duran desde
segundos hasta varios minutos y durante los cuales la concentracién de oxigeno del
periodo hipéxico desciende hasta 0,1-1,5/ (Kumar y cols., 2003; Yuan y cols., 2004;
Ryan y cols., 2005; Shan y cols., 2007).

Dada la gran variedad de modelos animales de AS por HI, durante el desarrollo
de esta tesis se trabajé con 5 ciclos por hora ya que este nimero es el minimo de
eventos que requiere la definicidn clinica de AS. Durante la caracterizacién y puesta a

punto del modelo se probaron distintos tiempos de exposicion a HI (1, 3, 5 y 10 dias)
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(Avilés Reyes, Angelo y cols., 2010). Luego, para los estudios de la via de sefalizacion
implicada en las alteraciones observadas se opté por trabajar con 3 dias de exposicidn,
ya que en este periodo se observo el mayor dafo neuronal (ver secciones Materiales y

métodos y Resultados).

En el caso de la exposicion a HI de cultivos celulares se ha trabajado siguiendo
el modelo utilizado en la literatura para investigar los efectos de la HI sobre las células
del sistema nervioso (Shan y cols., 2007). Se ha optado por trabajar con 8 horas de Hl
ya que en este tiempo de exposicidn se evidencié un aumento de marcadores de stress
oxidativo comparable al de 3 dias de Hl in vivo (ver secciones Materiales y Métodos y

Resultados).

Alteraciones inducidas por la Hl en el SNC

Los resultados descriptos a continuacion fueron obtenidos en el laboratorio
utilizando el modelo de AS por Hl y se publicaron parcialmente en Avilés Reyes, Angelo

y cols. (2010).

e La exposicion a Hl induce gliosis reactiva y alteraciones neuronales

Se ha descripto que en la hipoxia, la alteracidon en la provisién de oxigeno afecta
a astrocitos y neuronas por igual. Esta situacién de stress celular induce en los
astrocitos una gliosis reactiva, con pérdida de dominios astrocitarios (Ver recuadro 4) y
secrecion de citoquinas y moléculas solubles como S100B entre otras (Donato, 2007;
Sofroniew, 2009). De acuerdo a resultados de nuestro laboratorio, la HI también
induce gliosis reactiva, entendida como aumento en el nimero de astrocitos, en la
longitud de las prolongaciones y tamafio de los somas (Avilés Reyes, Angelo y cols.,

2010).
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Recuadro 4: Dominios astrocitarios y gliosis reactiva
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Los astrocitos responden a todas las formas de injuria mediante un proceso
caracteristico denominado gliosis reactiva. Este proceso involucra cambios en la expresion de
un gran numero de genes y altera la morfologia (Eddleston y Mucke, 1993; Correa-Cerro y
Mandell, 2007; Sofroniew, 2009). Los astrocitos reactivos ejercen efectos beneficiosos y tienen
un amplio espectro de respuestas a los insultos al SNC, de las cuales la formacidn de la cicatriz
glial es sélo una opcidn que se encuentra en el extremo del espectro (Sofroniew, 2009). Asi, la
gliosis reactiva no es un proceso “todo o nada”, sino que es un proceso gradual que en sus
formas leve y moderada tiene un potencial de resolucion por el cual las células vuelven a la
apariencia del tejido sano (Sofroniew, 2009).

En el tejido sano las prolongaciones de los astrocitos ocupan dominios contiguos no
superpuestos (Bushong y cols., 2002; Sofroniew, 2009). En la gliosis reactiva de suave a
moderada, los dominios se conservan a pesar de la hipertrofia astrocitaria (Wilhelmsson y
cols., 2006; Sofroniew, 2009). En el caso extremo de activacion la gliosis involucra formacion
de cicatriz glial incorporando células recién divididas y los astrocitos superponen sus dominios
(Bush y cols., 1999; Faulkner y cols., 2004; Hermann y cols., 2008; Sofroniew, 2009).

En cuanto a las alteraciones neuronales, el modelo de HI utilizado en nuestro
laboratorio induce marcacion anormal para NeuN con redistribucién de esta proteina
al citoplasma en las neuronas de la corteza cerebral y en el area CA1 del hipocampo
(Figura 1a). Estas alteraciones resultan mas importantes luego de 3 dias de exposicién

a Hl y luego (5 y 10 dias) decaen (Avilés Reyes, Angelo y cols., 2010). La sensibilidad de
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las dendritas al stress neuronal ha sido descripta previamente y se reportaron
alteraciones morfoldgicas inducidas por condiciones hipdxicas subletales (Park y cols.,
1996). Nuestro modelo de HI, luego de 3 dias de exposicién, induce un acortamiento
de las dendritas MAP-2+ de las neuronas del area CA1 del hipocampo acompafiado por
la presencia de unas estructuras redondeadas en las mismas que se han descripto
como cuentas de collar (Park y cols., 1996). Sin embargo, al aumentar los dias de
exposicién a HI también las dendritas recuperan su morfologia e incluso superan la
longitud normal (Figura 1b). Las alteraciones morfoldgicas en los neurofilamentos de
200 kDa (Nf200) también se relacionan a procesos neurodegenerativos (Julien y
Mushynski, 1998; Ramos y cols., 2000). En nuestro modelo de HI se inducen
alteraciones similares a las que presenta MAP-2, mostrando en los animales expuestos
a 3 y 5 dias de HI, un aumento en el nimero de alteraciones del citoesqueleto
neuronal y una reduccién en la longitud de las prolongaciones, especialmente en las
dendritas apicales de las neuronas piramidales de la corteza y en las dendritas del
stratum radiatum del drea CA1 del hipocampo (Avilés Reyes, Angelo y cols., 2010). Por
otra parte, la expresién de los neurofilamentos livianos de 68 kDa (Nf68) es baja pero
puede ser aumentada en procesos que involucran remodelado y plasticidad (Ramos y
cols., 2000; Craveiro y cols., 2008). Nuestro modelo de HI, induce expresién de Nf68

solamente en los animales expuestos a 5 dias de HI (Avilés Reyes, Angelo y cols., 2010).
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Figura 1: a) Las imagenes muestran la inmunomarcacion para NeuN de nucleos normales (flechas finas)
en el darea CA1 del hipocampo vy la corteza (Cx). Especialmente en animales expuestos a HI se observa
marcacion de NeuN citoplasmatica (flechas gruesas) y espongiforme atipicas (cabeza de flechas). Barra
de escala = 10um. b) Inmunohistoquimica para MAP-2 en el area CA1 del hipocampo (stratum radiatum)
mostrando la disminucién en la longitud dendritica en el grupo HI3 y la recuperacion en HI5 y HI10.
Barra de escala = 10um. Modificado de Avilés Reyes, Angelo y cols., 2010.

e La Hlinduce expresion de RAGE, sobreexpresion de S100B y activacion de NF-kB.

La secrecidon de S100B en condiciones de hipoxia ha sido descripta ampliamente
(Donato, 2007; Sofroniew, 2009). La HI en todos los tiempos estudiados en nuestro
laboratorio (1, 3, 5 y 10 dias) induce una sobreexpresién de este DAMP en astrocitos
tanto corticales como hipocampales (Figura 2) (Avilés Reyes, Angelo y cols., 2010).
Hasta la actualidad, el unico receptor identificado para S100B es RAGE cuya expresién
no es detectable en el SNC adulto pero puede reinducirse frente una injuria. Esta
reinduccion ocurre en corteza e hipocampo luego de 1 y 3 dias de exposicién al
modelo de HI (Figura 3) utilizado en nuestro laboratorio (Avilés Reyes, Angelo y cols.,
2010). A tiempos mayores de exposicion a Hl la reexpresién de RAGE persiste aunque
en niveles significativamente menores. De la misma manera, la exposicién a 3 dias de
HI induce activacién de NF-kB en ratones reportadores de la actividad de este factor
de transcripcién, pero a tiempos mayores de exposiciéon esta activacion vuelve a su

nivel basal (Figura 4).
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Figura 2: a) Fotografias representativas de la inmunomarcacion para S100B en hipocampo mostrando
las diferentes poblaciones de astrocitos presentes en los animales expuestos a HI con citoplasma S100B+
claro (punta de flecha) y oscuro (flecha). Barra de escala = 20um (primera y ultima fila); = 10um (fila
media). b) Andlisis cuantitativo de la intensidad de la inmunomarcacion para S100B expresada como
porcentaje de densidad dptica con respecto al grupo control en hipocampo (Hipp) y corteza cerebral
(Cx). Los gréficos representan la media y la SEM del pardmetro indicado. La significancia entre
tratamientos fue evaluada por ANOVA de una via y post-test de Student-Newman-Keuls, ***p<0,001;
**p<0,01. Modificado de Avilés Reyes, Angelo y cols., 2010.
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Figura 3: a) La expresién de RAGE fue detectada en neuronas corticales (A, B) y del area CA1 del
hipocampo (C, D, E) en animales expuestos a Hl pero no en animales del grupo control. Barra de
escala=10um. b) Andlisis cuantitativo de la expresién de RAGE en corteza y area CA1 del hipocampo
mostrando el area relativa ocupada por cuerpos y proyecciones neuronales RAGE+. El area RAGE+ fue
relativizada al area total del campo en las secciones corticales y al area total de la capa de células
piramidales de la region CA1 del hipocampo. Los graficos representan la media del pardmetro indicado,
las barras de error representan la SEM. La significancia entre tratamientos fue evaluada por ANOVA de
una via y se realizé el post-test de Student-Newman-Keuls, **p<0,01; *p<0,05. Modificado de Avilés
Reyes, Angelo y cols., 2010.
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Figura 4: a). Las fotomicrografias muestran la tincién histoquimica para la enzima B-galactosidasa (LacZ)
en los animales transgénicos reportadores de la actividad endégena del factor de transcripcion NF-xB.
b) El grafico de barras representa la medicidn de la densidad dptica relativa de la tincién en la regién
CA-1 del hipocampo. Magnificacidon primaria 20x. Los datos de los graficos representan la media de este
parametro en cada condicidn, las barras de error representan el SEM; la significancia entre los
tratamientos fue evaluada por el test de ANOVA de una via y el post test de Student Newman-Keuls.
**p<0,01. c) Construccion utilizada por Bhakar y cols. (2002), para la produccién del ratén transgénico
de NF-xB de alta fidelidad; que es reportador de la actividad enddgena de este factor de transcripcion.
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Hipotesis y objetivos

El objetivo general de este plan de trabajo es estudiar los mecanismos que
controlan la sobrevida neuronal en un modelo experimental de Apnea del Sueio (AS).
En particular nos enfocamos en la participacién del receptor de RAGE en la interaccién
neuro-glial (crosstalk) que tiene lugar entre astrocitos y neuronas en estas condiciones

patoldgicas.

Nuestra hipétesis de trabajo propone que la interaccion entre el receptor RAGE
y su ligando S100B tendria un papel fundamental en la determinacién de la sobrevida
neuronal en el modelo experimental de AS por hipoxia intermitente (HI).
Probablemente la interaccion RAGE-S100B induciria, a través de cascadas
intracelulares, la activacion del factor de transcripcién NF-kB, ampliamente reconocido
por su capacidad de inducir sobrevida o muerte celular de acuerdo a los genes blanco

que activa.
En el presente trabajo se propusieron los siguientes objetivos especificos:

e Estudiar la expresidon de RAGE y activacion de su efector NF-xB en el modelo
de AS por Hl in vivo desarrollado en el laboratorio.

e Desarrollar un modelo de HI in vitro en cultivos celulares primarios de
hipocampo, conteniendo células de la glia y neuronas, que correlacione con el
modelo in vivo de AS por HI en animales de experimentacién que ha sido
utilizado en el laboratorio.

e Evaluar la produccion de ROS en los modelos experimentales tanto in vivo
como in vitro.

e Describir las alteraciones morfoldgicas en neuronas y células de la glia
inducidas por la exposicién de los cultivos celulares al modelo de HlI.

e Evaluar la expresion de RAGE, activacion de NF-kB y de HIF-1 en el modelo
experimental de Hl in vitro.

e Estudiar, con paradigmas de ganancia y pérdida de funcién, la participacién de
la via de sefializacién S100B/RAGE/NF-kB en las alteraciones inducidas por el
modelo de Hl in vitro y el modelo en animales de experimentacion de AS por
HI. Establecer algunos posibles blancos moleculares para estrategias

terapéuticas.
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Animales

Se utilizaron ratas machos de la cepa Wistar (250-300g) del Bioterio de la
Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad de Buenos Aires. Los animales
fueron mantenidos en un ambiente de humedad y temperaturas controladas. Su
manejo y exposicion al protocolo experimental fue realizado bajo las normas vy
protocolos aprobados por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Medicina de la Universidad de Buenos Aires.
Estos protocolos se desarrollan de acuerdo a las normas para uso y cuidado de
animales de experimentacion de los Institutos Nacionales de Salud de los Estados
Unidos de Norteamérica (NIH) y a las recomendaciones de la Society for Neuroscience

(SFN).

Exposicion de los animales a hipoxia intermitente

Durante su fase de sueio, los animales fueron expuestos a hipoxia intermitente
(HI) en una camara conectada a un sistema de doble valvula para poder alternar la
provisiéon de gas desde una bomba que inyecta aire normal (21/ O,; 79/ N,) y desde
un tubo de nitrégeno (N,). La concentracién de oxigeno (O;) en la cdmara se midié
continuamente con un oximetro electrénico en tiempo real (Oxym) y se regularon
manualmente los flujos de aire y N, para mantener una concentracién normal de O,
(21/) o hipdxica (10/ ). Los ciclos de HI fueron compuestos por 6 minutos de hipoxia
alternados con igual tiempo de normoxia por 8 horas diarias durante 1, 3, 5, y 10 dias
(Figura 5). Las ratas del grupo control fueron expuestas a una concentracién de O,
normal durante el mismo tiempo. Para los ensayos de pérdida de funcidn in vivo se
expusieron los animales a 3 dias de HI, ya que a ese tiempo se detectaron los mayores
niveles de neurodegeneracién y una importante gliosis reactiva (Avilés Reyes, Angelo y

cols., 2010).
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Figura 5: Esquema representativo de la exposicion in vivo a ciclos de Hl.

Para verificar la efectividad del modelo, la saturacion de oxigeno en la
hemoglobina (Sp0O,) de las ratas fue monitoreada in vivo con un oximetro de pulso

adaptado para la medicion en ratas.

El modelo desarrollado en el laboratorio brinda el minimo de ciclos por hora
necesarios para ser considerado una Apnea del Suefio de acuerdo a su definicidn

clinica (Basner, 2007; Lavie, 2012).

Implantacion de canulas intracerebrales

Con el objeto de realizar los ensayos de pérdida de funcidn blogueando la via
de sefializacion S100B/RAGE/NF-kB in vivo en las zonas cerebrales mas afectadas por
la HI (Xu y cols., 2004; Maiti y cols., 2007), los animales fueron sometidos a cirugia
estereotaxica. Para ello, cada animal fue anestesiado con ketamina-xilazina (90mg/kg-
10mg/kg) y posteriormente colocado en un marco estereotaxico para inmovilizar la
cabeza. La piel, el musculo y la fascia fueron cortados con bisturi hasta exponer el
craneo. Se trepand una abertura (2mm x 2mm aproximadamente) en el hueso parietal
segln las coordenadas AP: -4.3 y LL: £3.0 del atlas de Paxinos y Watson (2007), a
través de la cual se colocd una cdnula intracerebral hasta la region dorsal del

hipocampo (coordenada DV: -1.4 atlas de Paxinos y Watson, 2007, respectivamente)
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(Slipczuk y cols., 2009). Una vez colocadas las canulas fueron fijadas con acrilico
autocurable (Subiton, Laboratorios SL S.A.) y los animales retirados del marco
estereotdxico para su recuperacién. Estos animales se dejaron recuperar en jaulas

individuales durante las primeras 24h post-cirugia.

Pérdidas de funcion in vivo

Los animales fueron inyectados diariamente, a través de las canulas
implantadas, 15 minutos antes de comenzar la exposicion a los ciclos de HI con
anticuerpos neutralizantes anti-RAGE o anti-S100B o bien con el bloqueante de la IKK
Sulfasalazina (Sfz) que impide la activacion de NF-kB (Ver Figura 6). Los animales del
grupo control fueron inyectados con anticuerpos inespecificos del mismo isotipo o
vehiculo (para la Sfz). En todos los casos el volumen de inyeccién fue de 1pl. Las dosis
de los distintos tratamientos se detallan en la Tabla 1: Dosis de los tratamientos utilizados en

animales para los ensayos de pérdida de funcion in vivo..

Protocolo pérdida de funcién por inyeccion de bloqueantes

1 2 3 4 5 6 7

- Canulacién Recuperacion Inyeccién/HI Fijacion

Figura 6: Cuadro explicativo del protocolo de ensayos de pérdida de funcién por inyeccién de
bloqueantes de la via de sefializacion S100B/RAGE/NF-xB.

Tratamiento Dosis
anti-S100B 0,5 pg/ul
anti-RAGE 0, 5pg/ul

Sfz 1,25 mM

Tabla 1: Dosis de los tratamientos utilizados en animales
para los ensayos de pérdida de funcion in vivo.

Otro grupo de animales fue inyectado intrahipocampalmente por Unica vez, 1 o
3 dias antes de su fijacion o del inicio de la HI (Ver Figura 7) con vectores virales que
fueron desarrolladas en el laboratorio para inducir la expresion del receptor RAGE
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funcional, una variante deficiente del mismo o una proteina control. A cada animal se
le administré un 1ul de la produccién conteniendo los vectores virales (Ver Produccién

de vectores virales en esta misma seccién).

Protocolo de Infeccion

m 1 2 3 4 5 6
- Infeccion Recuperacion HI Fijacion

Figura 7: Cuadro explicativo del protocolo de infeccidn con vectores virales derivados de HSV.

Fijacion de animales por perfusion intracardiaca y obtencidn de secciones de tejido

Al dia siguiente de finalizada la HI, los animales fueron anestesiados con
ketamina-xilazina (90mg/kg-10mg/kg). Con el objeto de lavar el sistema circulatorio los
animales fueron perfundidos a través del ventriculo izquierdo con 50ml de solucién
salina conteniendo 5000Ul/litro de heparina y luego se perfundieron con solucion
fijadora de 4/ (p/v) de paraformaldehido en buffer fosfato 0,1M; pH 7,4. Una vez
finalizada la perfusidn se disecaron los cerebros y se post-fijaron por inmersién en la
misma soluciéon fijadora durante 2-4 hs a 4°C. Pasado ese tiempo, los cerebros se
mantuvieron en una solucién de 5/ (p/v) de sacarosa en buffer fosfato 0,1M, pH 7,4
por 18-24 hs para luego ser transferidos a una soluciéon de 30/ (p/v) de sacarosa en
buffer fosfato 0,1M, pH 7,4. Transcurridas 48 hs en esta solucién, los cerebros fueron
rapidamente congelados a -80°C por 3 hs y luego almacenados a -20°C. Se realizaron
cortes de 50um de espesor en cridstato que fueron preservados a -20°C en solucion de
fosfato de sodio 0,05M, 30/ (v/v) de etilen glicol y 20/ (v/v) de glicerol hasta su

procesamiento por las técnicas de inmunohistoquimica o inmunofluorescencia.

Procesamiento de cortes histologicos
¢ Inmunohistoquimica por flotacion

Las secciones de tejido obtenidas en cridéstato a partir de los distintos grupos

experimentales fueron procesadas simultdaneamente bajo las mismas condiciones. Una

43



Materiales y Métodos

vez seleccionados bajo lupa, los cortes fueron lavados con PBS y luego con agua
destilada. Las secciones fueron deshidratadas por pasajes sucesivos en alcoholes de
graduacién creciente (25°, 50°, 70°, 96° y 100°). Posteriormente la reaccién de
peroxidasa enddégena fue inhibida por incubacién en una solucién 0,5/ de H,0; en
metanol durante 30 minutos en agitacion a temperatura ambiente. Las secciones
fueron rehidratas en alcoholes de graduacién decreciente (100°, 96°, 70°, 50° y 25°) y
agua, y luego fueron permeabilizadas con una solucion de Tritén 1/ en PBS durante

30-60 minutos en agitaciéon a temperatura ambiente.

Posteriormente, los cortes fueron incubados para bloquear los sitios
inespecificos durante 30-60 minutos en agitacion a temperatura ambiente con una
soluciéon conteniendo 3/ (v/v) de suero normal equino u ovino (SNE, SNO) y 0,5/ (v/v)
de Tritdn en PBS. Luego las secciones fueron incubadas con los anticuerpos primarios
diluidos en una solucién de 1/ (v/v) de SNE o0 SNO y 0,3/ (v/v) de tritdn en PBS por 5
hs a temperatura ambiente y posteriormente 40-44 hs a 4°C. Los anticuerpos primarios

se utilizaron en las concentraciones indicadas en la Tabla 2.

Luego los cortes fueron lavados 3 veces con una solucion de 0,025/ (v/v) de
Tritén en PBS (PBS-X) e incubados durante 1 hora en agitacién a temperatura ambiente
con anticuerpos secundarios especificos diluidos 1:500 en solucién de 1/ (v/v) de SNE
o SNO y 0,3/ (v/v) de tritén en PBS. Luego las secciones fueron lavadas 3 veces con
PBS-X e incubadas en agitaciéon por 1 hora a temperatura ambiente con complejo
extravidina-peroxidasa diluido 1:500 en una solucién de 1/ (v/v) de SNE o SNO y 0,3/
(v/v) de triton en PBS. Se lavaron los cortes 3 veces con PBS-X y una vez con buffer

acetato 0,1M pH 5,5.

El revelado de las secciones se llevé a cabo por incubacion de las mismas con
una solucion de diaminobencidina (DAB) 0,035/ (p/v) y sulfato de niquel (ll)-amonio
2,5/ (p/v) en buffer acetato 0,1M pH 5,5 (solucion de DAB-niquel). En cada pocillo de
placa multiwell donde se incubaron las secciones se agregdé 1ml de la solucidon de DAB-
niquel a la que se hizo reaccionar con 3,5 ul de H,0,. Luego de reveladas las secciones
se detuvo la reaccidon extrayendo la solucion de revelado y por dilucion en buffer

acetato. Posteriormente los cortes fueron montados en portaobjetos de vidrio
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previamente gelatinizados y secados a temperatura ambiente hasta el dia siguiente

que fueron cubiertos con Permount (Balsamo de Canada sintético) y cubreobjetos.

Antigeno Origen Dilucion utilizada Marca
NeuN Monoclonal de ratén 1:1000 Chemicon
GFAP Policlonal de conejo 1:11_288(()IHQ); DAKO

: (IF)
RAGE Monoclonal de ratén 1:1000 Chemicon
S$100B Monoclonal de ratén 1:800 Sigma
MAP-2 Policlonal de conejo 1:1000 Millipore
BllI-Tubulina Monoclonal de ratén 1:5000 marca
p65 Policlonal de conejo 1:1000 Santa Cruz
p65 NLS Monoclonal de ratén 1:1000 Millipore
GFP Monoclonal de conejo 1:1000 Chemicon
HIF-1a Policlonal de ratén 1:1000 Novus Biological

Tabla 2: Origen, dilucion empleada y marca de los anticuerpos primarios utilizados para
inmunohistoquimica. IHQ: Inmunohistoquimica; IF: Inmunofluorescencia.

¢ Inmunofluorescencia por flotacion

Una vez seleccionados como se describi6 para la técnica de
inmunohistoquimica, los cortes de tejido fueron lavados con PBS. Luego, las secciones
fueron permeabilizadas en agitacidon a temperatura ambiente durante 30-60 minutos
incubandolas con una soluciéon de 1/ (v/v) de triton en PBS. El bloqueo de los sitios
inespecificos se realizd por incubacién en agitacion a temperatura ambiente durante 1
hora con una solucion de SNE o SNO 10/ (v/v) y tritén 0,3/ (v/v) en PBS.
Posteriormente los cortes fueron incubados en agitacidén con los anticuerpos primarios
diluidos en una soluciéon de 3/ (v/v) de SNE o SNO y 0,3/ (v/v) de triton en PBS
durante 5-6hs a temperatura ambiente y posteriormente 16-20hs a 4°C. Los

anticuerpos primarios fueron utilizados seguin concentraciones de la Tabla 2.

Luego los cortes fueron lavados 3 veces con PBS-X e incubados durante 4hs a
temperatura ambiente con anticuerpos secundarios especificos conjugados con

fluoréforos (rodamina o FITC). Los anticuerpos secundarios fueron diluidos 1:800 en
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una solucién de Tritén 0,3/ (v/v) y SNO o SNE 3/ (v/v) en PBS. Posteriormente los
cortes fueron lavados 3 veces con PBS-X e incubados con una solucién 2 ug/ml del
colorante fluorescente para DNA Hoechst 33342 durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Finalmente los cortes fueron lavados 2 veces con PBS, montados en
portaobjetos de vidrios y cubiertos con glicerol 30/ (v/v) en PBS sellando los

cubreobjetos.

Obtencion de cultivos primarios mixtos (glia y neuronas)

Los cultivos primarios mixtos fueron obtenidos a partir de ratas cepa Wistar de
3 dias postnatal. Se decapitaron los animales y se lavaron las cabezas en alcohol etilico.
Inmediatamente se disecaron los cerebros y se los lavé en medio de cultivo DMEM
donde los hipocampos fueron disecados. Posteriormente los hipocampos fueron
lavados 2 veces con DMEM e incubados por una hora en una solucién de 20Ul/ml de
papaina a 37°C con CO2 5/. Luego se reemplazé el medio por DMEM con 1/
glutamina, 1/ penicilina-estreptomicina y 10/ suero fetal bovino (medio completo) y
se incubd por 5 minutos para detener la reaccién de la papaina y se realizé un lavado
con medio completo. A continuacidon los hipocampos fueron disgregados
delicadamente con pipeta tipo Pasteur de vidrio. Una vez disgregadas las células, éstas
fueron plaqueadas en placas multiwell con abundante medio de cultivo completo y
colocadas en estufa por 3 hs. Pasado ese tiempo, el medio de cultivo fue
completamente reemplazado por medio fresco. Este proceso se repitié al dia siguiente

y en lo sucesivo sélo se reemplazé la mitad del medio cada 2-3 dias.

Exposicion de cultivos primarios mixtos a HI

Luego de 10-11 dias in vitro, los cultivos primarios mixtos fueron expuestos a Hl
durante 2, 5, u 8 hs (Figura 8). Los ciclos de HI se realizaron alternando 25 minutos de
normoxia (5/ CO,y 95/ aire) y 35 minutos de hipoxia (0.1/ 0O,, 5/ CO,, nivelado con
nitrégeno) (Shan y cols., 2007). Durante los ciclos de normoxia las placas de cultivo

fueron ubicadas directamente en la estufa de cultivo celular mientras que para la fase
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de hipoxia los cultivos se colocaron en una camara hipoxica conectada a un tubo de

mezcla de gases especial (0.1/ 0O,, 5/ CO,, nivelado con nitrégeno).
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Figura 8: Esquema representativo de la exposicion de cultivos primarios mixtos a Hl.

Ensayos de pérdida y ganancia de funcion in vitro

Con el objetivo de interferir a distintos niveles la cascada de sefalizacion
intracelular de RAGE, los cultivos primarios mixtos recibieron distintos tratamientos

durante la Hl segun se indica en la Tabla 3.

Tratamiento Concentracion utilizada Observaciones
anti-RAGE 1 pg/ml Anticuerpo
anti-S100B 1 ug/ml Anticuerpo

S$100B 1uM Proteina enddgena
LY294002 10 uM Inhibidor de la via PI3K/ Akt
Inhibidor de MEK1 y 2
PD98059 10 uM (MAPK/Erk kinasas 1/2)
BAY117082 2 uM Inhibidor de NF-kB
anti-IgG (conejo) 1/1000 Control
DMSO 0,02/ v/v Control

Tabla 3: Dosis de los tratamientos utilizados para los ensayos de pérdida y ganancia de
funcion in vitro.
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Fijacion de cultivos mixtos para inmunofluorescencia

Luego de 24 hs de finalizada la exposicion a Hl, los cultivos fueron lavados con
PBS y posteriormente fijados por incubaciéon durante 15 minutos a temperatura
ambiente en una solucion fijadora de paraformaldehido al 4/ y sacarosa al 4/.
Finalizado ese tiempo se realizaron 3 lavados con PBS y se conservaron los cultivos en
una solucion de 0,3/ (v/v) de Kathon en PBS a 4°C hasta realizar la técnica de

inmunocitoquimica.

Fotomicrografias

A través de una camara conectada a un microscopio Zeiss AxioPhot, se tomaron
fotografias digitales del area CA1 del hipocampo en cada seccién de tejido tratada para
inmunohistoquimica. Por medio de un programa de edicién de imdagenes (Adobe
PhotoShop) se realizdé una fotocomposicion que permitido observar toda el area de
estudio. Luego, utilizando un programa de andlisis de imagenes (Imagel, NIH, EEUU),
se colocd digitalmente una grilla sobre la fotocomposicién, para analizar los

parametros observados sobre la totalidad del drea CA1 de hipocampo.

Estudios de morfologia celular

Para realizar el analisis de las secciones de tejido, se obtuvieron imagenes
digitalizadas desde una camara Olympus Q-color 5 conectada a un microscopio
Axiophot (Zeiss). Para el estudio de la morfologia celular de los cultivos primarios
mixtos se tomaron fotografias de los cultivos fijados en un microscopio de

fluorescencia Olympus IX81.

A partir de estas imagenes se realizaron estudios morfométricos por medio de
los programas de analisis de imagenes ImageJ (NIH) y Optimas 6.2. A través de estos
programas se analizaron distintos parametros de las marcaciones segln se indica en la

seccion de resultados.
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Los estudios de la distribucién del marcador nuclear neuronal NeuN en
secciones de tejido inmunomarcadas con un anticuerpo contra este marcador se
llevaron a cabo para detectar signos tempranos de degeneracidon. Mientras
tipicamente NeuN muestra una marcacion nuclear intensa, los animales expuestos a Hl
presentan un gran numero de neuronas con marcacion de NeuN espongiforme o
ausente y redistribucién de esta proteina al citoplasma, previamente descripta como
indicio de neurodegeneracién (Robertson y cols., 2006). Teniendo en cuenta estas
alteraciones, se realizaron cuantificaciones dividiendo la poblacién celular NeuN+ en 2
subpoblaciones: 1) neuronas normales, con tincién nuclear tipica; y 2) neuronas
anormales, que incluye nucleos con tincidon espongiforme y tincidn citoplasmatica

(Avilés Reyes, Angelo y cols., 2010).

Los cambios morfoldgicos en los astrocitos primarios en cultivo se utilizan como
marcadores de la respuesta astrocitaria a una injuria o noxa. En cultivo, los astrocitos
muestran diferentes morfologias que van desde una forma plana poligonal hasta una
forma filamentosa o estrellada. Generalmente el paso de la poblacién de astrocitos
hacia una forma predominante estrellada (stellation) se considera como un correlato in
vitro de la gliosis reactiva in vivo (Ramakers y Moolenaar, 1998; Abe y Saito, 1999;
Schmidt-Ott y cols., 2001; Abe y Misawa, 2003; Frizzo y cols., 2004; Koh y cols., 2005;
Park y cols., 2006). En este trabajo, los estudios de morfologia astrocitaria en cultivos
primarios se realizaron clasificando los astrocitos GFAP+ en 3 subpoblaciones. 1)
Astrocitos filamentosos, con largas prolongaciones y somas pequenos practicamente
confinados al espacio perinuclear; 2) astrocitos poligonales, con somas grandes y sin
prolongaciones; y 3) astrocitos intermedios, con combinacién de las morfologias

anteriores.

Extraccion y aislamiento de RNA

Se extrajo y aisl6 RNA de las muestras del tejido cerebral de los animales
sometidos al modelo experimental de HI. Se utilizé el kit RNAeasy Mini (Qiagen) para
aislar el RNA de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El kit produce una lisis

fenol/guanidina y una purificacion de la membrana del RNA total en silica-gel. El tejido
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cerebral se disecé rapidamente y se homogenizé con Qiazol Lysis Reagent, y después
de afadir cloroformo, el homogenato se separé en fase organica y acuosa por
centrifugacién a 4°C. La fase acuosa fue extraida y se agregd etanol 70/ en iguales
proporciones. Seguidamente, la muestra fue colocada en una columna que presenta
afinidad por RNA, permitiendo que los contaminantes sean eficientemente lavados.
Finalmente el RNA se eluyd de la columna con 30 pl de agua libre de RNAsas y luego se
cuantificé la concentracién final de la muestra utilizando el sistema 6ptico de lectura

NanoDrop (Thermo Scientific) (Ramos y cols., 2007).

RT-PCR (Transcripcion Reversa de mRNA y PCR del cDNA)

Se obtuvo cDNA a partir del RNA aislado previamente. La reaccién se llevd a
cabo utilizando el kit Omniscript Reverse Transcription (Qiagen) con random hexamers
(Roche Products), segun las instrucciones del fabricante. La PCR fue desarrollada
utilizando los primers (cebadores) que se detallan en la Tabla 4. Estos primers fueron
disefiados con el software MacVector (Apple OS) y los datos de las secuencias de los

RNA de interés se obtuvieron de diferentes sitios con acceso abierto on line.

Gen Forward Reverse

IkKBa GCAATCATCCACGAAGAGAAGCC TTACCCTGTTGACATCAGCCCC
XIAP TGGTCAGAACACAGGAGACACTTTC CACTTCACTTTATCGCCTTCACC
CIAP-2 ACTGGTGAGAACTACAGGACCGTC AGG GAATGAACACGATGGATACC

Tabla 4: Secuencias primers utilizadas para los ensayos de RT-PCR.

El procedimiento experimental se desarrolld retro-transcribiendo 2 pg del RNA
total a cDNA usando el kit antes mencionado. Posteriormente se amplificd 1,5 ul de
cada muestra de cDNA usando un termociclador (Mastercycler Eppendorf Gradient
5345). Los productos del PCR generados a partir del cDNA del mensajero especifico
fueron sometidos a una corrida electroforética en geles de agarosa al 1,5/ disuelta en
buffer TBE pH 8.3 (Tris-borato-EDTA) y tefiidos con 5 pul de bromuro de etidio,

permitiendo la visualizacion por medio del transiluminador de luz ultravioleta
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VersaDoc 4000 (Bio-Rad- imaging system, Hercules, CA). Para cada RT-PCR fue se
realizaron dos controles negativos de la reaccién, en los cuales la reaccion con
Omniscript fue desarrollada en i) ausencia de la transcriptasa reversa y ii) agua libre de

RNasas (Ramos y cols., 2007; Paul y cols., 2004).

Inmunoblots de tejidos
e Obtencion de muestras

Las ratas se anestesiaron y se decapitaron para luego disecar el cerebro y las
areas de interés. Esas fracciones de tejido se homogeneizaron en un buffer (Ph 7,4)
conteniendo sacarosa 0,32M, EGTA 1mM TRIS 20mM, NaF 20mM, O-Vanadato de Na
1mM vy adicionado con inhibidores de proteasas utilizando un homogeneizador de
tejidos equipado con un vdastago de teflon (Angelo y cols., 2009; Villarreal y cols.,
2010). Luego se realizd una centrifugacion a 900 g por 10 minutos a 4°C que separo la
fraccion nuclear en el pellet, mientras el sobrenadante fue centrifugado nuevamente a
16000 g por 20 minutos a 4°C para separar la fraccién citoplasmatica (sobrenadante)

de las membranas (pellet).

e Determinacion de proteinas

Los pellets obtenidos fueron resuspendidos en buffer y se evaluaron las 3
fracciones obtenidas (2 pellets y sobrenadante) por la técnica de Lowry (y cols., 1951)

para conocer la concentracion de proteinas.

e Corrida electroforética

Luego las muestras se procesaron para realizar la corrida electroforética en
SDS-PAGE vy la transferencia de acuerdo con la técnica de Inmunoblot. Se detectaron
las bandas en placas radiograficas (AGFA) con anticuerpos secundarios contra la
especie en la que fue desarrollado el primario, marcados con peroxidasa, utilizando

sustrato quimioluminiscente de alta sensibilidad (ECL, Pierce) (Angelo y cols., 2009).
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Las placas radiograficas fueron digitalizadas y la imagen obtenida fue analizada con el

software especifico Gelpro.

Evaluacion de dafio a lipidos: Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS)

El ensayo de TBARS (del inglés Thiobarbituric Acid Reactive Substances) es un
método ampliamente utilizado para cuantificar la ocurrencia de peroxidacion de
lipidos durante eventos de stress oxidativo. Durante las reacciones en cadena que
llevan a la oxidacion de lipidos se forman hidroperdxidos, los que a su vez se
descomponen en varios productos secundarios como aldehidos y cetonas. La técnica
de TBARS consiste en la reaccién del dacido con varios de esos productos,
principalmente la cetona malondialdehido (MDA), para formar un producto que puede

ser cuantificado fluorométricamente (Yagi, 1976).

Luego de la HI las células o los hipocampos de los animales fueron
homogeneizados en un buffer conteniendo K,;HPO4/KH,PO4 30 mM, KCl 120 mM, pH
7,4 adicionado con el antioxidante butilhidroxitolueno (BHT) al 4/ en etanol, en una
relacion de 1:10 (BHT: muestra), y se guardaron a —20°C hasta su andlisis. La mezcla de
reaccion se realizd en tubos de ensayo, donde se agregd una alicuota de muestra a un
medio conteniendo 2 ml de HCI 0,1 N; 0,3 ml de acido fosfotungstico 10/ (w/v) y 1 ml
de acido 2-tiobarbiturico 0,7/ (p/v). Se los incubé a 100 °C durante 60 minutos
protegiéndolos de la luz. Los TBARS fueron extraidos en 4 ml de n-butanol. Luego de
una centrifugacion de 10 min a 1000 g, se midid la fluorescencia de la fraccién
butandlica en un espectrofluorémetro Hitachi F-3010 a Aex = 515 nm y Ay = 553 nm. Se
realizdé una curva de calibracion a partir de distintas concentraciones de
1,1,3,3-tetrametoxipropano como estandar. Los resultados se expresaron como pmol
TBARS/mg. prot. (Fraga y cols., 1988) y posteriormente fueron relativizados con los

valores del grupo control.
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Produccidon de vectores virales

e Clonado de plasmidos amplicon codificantes para las distintas versiones de

RAGE (RAGE-FL y RAGE-Acyt)

A partir de plasmidos pcDNA3 conteniendo las secuencias codificantes para las
versiones completa (RAGE-FL) (Figura 9a) y sin la porcion intracelular (RAGE-Acyt)
(Figura 9b) del receptor RAGE se obtuvieron fragmentos conteniendo las secuencias de
interés. Dichos fragmentos fueron insertados en el plasmido pA-EUA2 (Figura 10),
obteniéndose asi los plasmidos amplicon pA-EUA2-RAGE-FL y pA-EUA2-RAGE-Acyt. Los
pldsmidos pcDNA3 utilizados fueron cedidos por el Dr. Henry Huttunen (Neuroscience

Center, University of Helsinki).

Figura 9: Mapas de los plasmidos

a) conteniendo las secuencias
codificantes para a) el receptor
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Figura 10: Mapa del plasmido amplicén pA-EUA2.

Los clonados se realizaron de la siguiente manera: 5 ug del plasmido pA-EUA2
fueron tratados inicialmente con 10 Ul de la enzima de restriccion Nhel y
posteriormente se purificé el plasmido linearizado con el kit de purificacion
NucleoSpin® Extract Il (Macherey-Nagel). Luego se traté el producto de la purificacion
con el fragmento Klenow de la enzima DNA polimerasa | para hacer romos los
extremos del plasmido linearizado (blunt-end) y se purific6 nuevamente con el mismo
kit. Finalmente se realizé una digestién del plasmido con la enzima de restriccion Xbal
y el producto de digestion fue purificado por corrida electroforética en gel de agarosa
1/ en buffer TAE y posterior purificacion con el kit NucleoSpin® Extract Il. De esta

manera el pldsmido purificado quedd linearizado con uno de sus extremos romo vy el

otro cohesivo.

Los insertos correspondientes a las secuencias codificantes para las distintas
versiones del receptor (RAGE-FL y RAGE-Acyt) fueron obtenidos a partir de los
plasmidos pcDNA3 que las contenian (Figura 11) por incubacién con la enzima de
restriccion Kpnl y posterior purificacion con el kit mencionado previamente. Los
eluidos de la purificacion se procesaron con el fragmento Klenow de la enzima DNA
polimerasa | para hacer romos sus extremos (blunt-end) y se purificaron nuevamente

con el mismo kit. Finalmente se digirieron los productos de la purificacién con la
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enzima de restriccion Xbal y los fragmentos de interés fueron purificados por corrida
electroforética en gel de agarosa 1/ en buffer TAE y posterior utilizacion del kit.

Una vez linearizado el pldsmido pA-EUA2 y aislados los fragmentos codificantes
para las distintas isoformas del receptor estos fueron incubados en relacién 1:3 con la

enzima T4 DNA-ligasa a 37°C por 16 hs.

pCDNA3- *Kpnl, blunt

RAGE-FL eXbal Fragmento RAGE-FL
+ pA-EUA2-
RAGE-FL
eNhel, blunt
PA-EUA2 oXbal Fragmento Amplicon

pCDNAS3- *Kpnl, blunt
RAGE -cyt e Xbal Fragmento RAGE-Acyt
+ pA-EUA2-
RAGE-Acyt
*Nhel, blunt
Bl «Xbal Fragmento Amplicon

Figura 11: Esquema de las estrategias de clonado utilizadas.

Para verificar que las secuencias obtenidas fueran las deseadas, los productos
de ligacidon fueron secuenciados (Eurofins). Estos plasmidos fueron utilizados para
transformar bacterias E.coli. Las bacterias que incorporaron el plasmido fueron
seleccionadas por resistencia al antibidtico ampicilina, cuya secuencia codificante es
parte del plasmido pA-EUA2 vy, por lo tanto, de los derivados pAEUA2-RAGE-FL y
pAEUA2-RAGE-Acyt.

El pldsmido amplicdn pA-EUA2 posee una secuencia codificante para la
proteina verde fluorescente (GFP) que permite evidenciar la incorporacion del mismo
en células vivas. La capacidad de expresién de la GFP y de las distintas variantes de
RAGE de los plasmidos construidos fue evaluada por transfeccion de los mismos a

células COS-7 y posterior inmunofluorescencia con un anticuerpo primario contra la
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porcion extracelular de RAGE y un anticuerpo secundario conjugado con rodamina. La

colocalizacion de rodamina y de GFP fue verificada por microscopia (Figura 12).

anti-RAGE GFP-anti-RAGE-Hoechst

Figura 12: Fotomicrograflas de inmunofluorescencia contra RAGE sobre células COS-7 transfectadas con
los plasmidos construidos. Obsérvese la colocalizacion de GFP y RAGE.

AC

PA-EUA2
GE-

RA

PA-EUA2

g
8
&

Luego de la verificacion se procedié a la produccidon de los vectores virales a

partir de los pldsmidos construidos y a su posterior titulacion.

e Produccién de vectores Amplicén

Las producciones de los vectores Amplicdn se prepararon usando los plasmidos
Amplicén construidos y el virus auxiliar HSV-1 LalL AJ (helper), defectivo para su
replicacion y neuroatenuado (Logvinoff & Epstein 2000; Adrover y cols., 2003). Para
producir vectores Amplicdn control se utilizd una construccion del plasmido pAEUA2
conteniendo la secuencia que codifica para la enzima B-galactosidasa (A2Z) (Adrover y
cols., 2003). Células 7b (células Vero que expresan la proteina ICP4) fueron
transfectadas con 5 mg de cada plasmido Amplicén. Al dia siguiente, las células fueron
superinfectadas con el virus auxiliar HSV-1 LaL AJ, con una multiplicidad de infeccién
de 1 unidad formadora de placa por célula. Cuando el efecto citopatico fue maximo,
las células fueron recogidas por centrifugacion y fragmentadas por 3 ciclos de
congelacion-descongelacion para liberar los vectores. Luego se centrifugd a 1000 g por
10 minutos para separar en el pellet los restos celulares. Las particulas virales del
sobrenadante fueron tituladas por ensayos de plagueo sobre células 7b y células Gli 36
independientemente (Machuca y cols., 1986). Para ello, ambos tipos celulares fueron

infectados con diluciones seriadas de la produccidon de vectores correspondiente. Al
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dia siguiente se contaron bajo microscopio de fluorescencia las células Gli 36 que
expresaban GFP para estimar el titulo de vectores como unidades transductoras por
mililitro (TU/ml). La contaminacidn con virus auxiliar fue evaluada un dia mas tarde por
la presencia de unidades formadoras de placas (UFP) en el cultivo de células 7b, y se
relativizé al titulo de vectores amplicén. Los titulos obtenidos se muestran en la Tabla

5.

Plasmido Titulo Contaminacidén Helper
pAEUA2-RAGE-FL 3,95 x 10’ TU/ml P4
pAEUA2-RAGE-Acyt 4,45 x 10" TU/ml Y
pAEUA2-A2Z 1,48 x 10° TU/ml 10/

Tabla 5: Titulos y contaminacién con virus auxiliar de las producciones de vectores virales.

Métodos estadisticos

Los datos de los graficos representan el promedio del parametro analizado en
cada condicidn, las barras de error representan el SEM. La significancia entre los
tratamientos fue evaluada por distintas pruebas y postests segun se indica en cada

caso y se definié en p<0,05, siendo la simbologia la detallada en la Tabla 6.

Simbolo Significancia
e p<0,001
*% p<0,01
* p<0,05

Tabla 6: Significancia estadistica de Ia
simbologia utilizada en la seccién Resultados.
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Alteraciones producidas por los modelos in vivo e in

vitro de Apnea del Suefio por Hipoxia Intermitente.

El modelo experimental de Hipoxia Intermitente (HI) in vivo reproduce los niveles de

saturacion de oxigeno en sangre de pacientes con AS.

Las pausas recurrentes en la respiracién durante el suefio constituyen una
caracteristica distintiva de la AS (Lavie, 2012). Estas interrupciones causan descensos
ciclicos en la saturacidn de oxigeno en la hemoglobina (SpO,). La severidad de la AS se
determina a través de la evaluacién del nimero de apneas-hipopneas por hora de
suefio, con un minimo de 5 eventos por hora (Basner, 2007; Lavie, 2012); el nivel de
hipoxemia, que se determina por el indice de des-saturacién de oxigeno expresado
como el nimero de descensos en la saturacion de oxigeno de al menos 3-4/,
normalizado por las horas de suefio o el porcentaje de tiempo de suefio que los

pacientes pasan con una SpO, arterial por debajo del 90/ (Lavie, 2012).

Para imitar estos parametros en el modelo experimental de AS por HI se trabajé
con distintos tiempos de duracién en los ciclos de hipoxia (90 segundos, 6 minutos o 30
minutos) verificando en cada uno de ellos la SpO, y controlando el porcentaje de
oxigeno en la cdmara de hipoxia en tiempo real. Asi establecimos que el paradigma de
6 min de hipoxia alternados con 6 min de normoxia reproducia varias condiciones de
los pacientes con AS incluyendo la disminucidn de la SpO, del 20-25/ y nos permitia
alcanzar el minimo de 5 eventos hipdxicos por hora de acuerdo a la definicién clinica

de AS (Figura 13) (Basner, 2007; Lavie, 2012).

Figura 13: Correlacién entre el

100+ porcentaje de SpO, y el porcentaje
80 - Sp O, , .

— %0, promedio de oxigeno de la cdmara durante los
60 ciclos de hipoxia.
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El modelo de Hl induce la expresion de GFAP y la activacidn transcripcional de NF-xB

Tal como se comenté en la seccidn de introduccion el modelo experimental de
AS por HI induce una profusa gliosis reactiva que se evalué por parametros
morfométricos (Avilés Reyes, Angelo y cols., 2010). Uno de los pardmetros mas
aceptados para evaluar la gliosis reactiva es la hipertrofia astroglial que cursa con un
aumento en la expresidon de GFAP. Por ello, evaluamos la expresion de GFAP a nivel de
ARNm por RT-PCR semicuantitativa y a nivel de proteina por inmunoblots en el
hipocampo de animales de 3 y 5 dias de exposicién a los ciclos de HI (HI3 y HI5
respectivamente). Los resultados mostraron que la HI induce un aumento en la
transcripcién y traduccion de GFAP que concuerda con la idea de un fendmeno de
gliosis reactiva con aumento de expresién de GFAP e hipertrofia astroglial. En el caso
de la abundancia de ARNm, el aumento es dependiente de la cantidad de dias de
exposicidon a Hl y la diferencia resulta estadisticamente significativa tanto para 3 como
para 5 dias de exposiciéon (Figuras 14a y 14b). El analisis por inmunoblot mostré un
aumento en la expresion de GFAP que se mantiene constante para HI3 y HI5
alcanzando diferencias estadisticamente significativas para ambos tiempos de

exposicion a HI (Figuras 14cy 14d).

a) Nox HI3 HI5 c) Nox HI3 HI5

oree —— cra» I
Acting ety Acting S ———

b) 15 - d) 0.005- . *
g E— . 0.004- ——]—

g o g 0.003- $

g 0.5 5 :

0.0- :

HI5 Nox HI3 HI5

Figura 14: a) RT-PCR mostrando la expresion de los ARNm de GFAP y de actina (como control) en
animales expuestos a Hl. b) Andlisis cuantitativo de la abundancia de mRNA de GFAP relativizado al
mRNA de actina para cada grupo experimental. ¢) Inmunoblot mostrando la abundancia de GFAP y de
actina (como control de carga) en los animales sometidos a HI. d) Analisis cuantitativo de la abundancia
de GFAP con respecto a actina para cada grupo experimental. b y d) Los graficos representan la media
del pardmetro indicado + SEM. La significancia entre tratamientos fue evaluada por ANOVA de una via 'y
se realizé el post-test de Student-Newman-Keuls: ***p<0,001; *p<0,05.
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En la seccion de Introduccion comentamos resultados de nuestro laboratorio que
mostraban un aumento en la actividad transcripcional de NF-kB en ratones
reportadores de este factor de transcripcién expuestos a HIl. Con el objeto de evitar
problemas debidos a la aproximacién utilizando diferentes especies, expusimos ratas
cepa Wistar al paradigma de HI y analizamos la expresion de varios genes
dependientes de NF-kB. Asi, el modelo de AS por HI indujo un aumento en la
expresion de kB, XIAP y BclXL, todos genes cuya expresidn se induce por un aumento
de la actividad transcripcional de NF-kB. En al caso de IkB, la HI indujo un aumento
estadisticamente significativo en su expresién a 3 dias de exposicidon a HI que luego
de 5 dias de HI disminuye pero se mantiene en valores mayores que el control,
aunque esta diferencia no es estadisticamente significativa. El mRNA de XIAP muestra
un aumento significativo estadisticamente luego de HI3, que decae casi a niveles
control luego de HI5. BcIXL aumenta de manera dependiente de la exposicién a Hl y
muestra diferencias estadisticamente significativas tanto a 3 como a 5 dias de

exposicién (Figura 15).
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Figura 15: RT-PCR de distintos genes cuya expresion depende de NF-kB indicando el probable
aumento de la actividad transcripcional de este factor de transcripcidon en animales expuestos
a HI. a) RT-PCR de IkB y de actina (como control). b) Analisis cuantitativo de la abundancia de
MRNA de IkB relativizado al mRNA de actina para cada grupo experimental. ¢) RT-PCR
mostrando la expresién de mRNA de XIAP y actina. d) Andlisis cuantitativo de la abundancia de
MRNA de XIAP relativizado al mRNA de actina para cada grupo experimental. e) RT-PCR
mostrando la abundancia de mRNA de BcIXL y de actina. f) Anélisis cuantitativo de la
abundancia de mRNA de BclXL relativizado al mRNA de actina para cada grupo experimental. b,
c y d) Los gréficos representan la media del parametro indicado, obtenido de tres animales
sometidos a HI por el tiempo indicado. Las barras de error representan el SEM. La significancia
entre tratamientos fue evaluada por ANOVA de una via y se realizé el post-test de Student-
Newman-Keuls: ***p<0,001; **p<0,01.
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La Hl induce un aumento de ROS tanto in vivo como in vitro.

A pesar de que la generacién de ROS no puede ser medida directamente en los
sistemas bioldgicos, se han identificado diferentes biomarcadores que sirven como
medida de stress oxidativo (Jordan y cols., 2006). Existen varios marcadores que miden
en forma indirecta el nivel de oxidacidn en diferentes componentes celulares inducidos
por los ROS. Ejemplo de esos marcadores es la medicidn del producto de la oxidacién
de lipidos MDA. El ensayo del acido tiobarbiturico (TBAR) detecta MDA. Distintos
estudios mostraron el aumento de ROS en la AS, tanto en modelos experimentales
como en pacientes (Saarelainen y cols., 1999; Schulz y cols., 2000; Carpagnano y cols.,
2003; Christou y cols., 2003; Lavie, 2003; 2012; Jordan y cols., 2004; Tan y cols., 2006;

Kizawa y cols., 2009).

En nuestras manos, el estudio de estos pardmetros mostré un aumento en el
nivel de TBARS en el hipocampo de animales expuestos al paradigma de HI en una
forma dosis dependiente con respecto a los ciclos de hipoxia. En animales, el aumento
de TBARS fue significativamente diferente para todos los tiempos de exposicion,
alcanzando el maximo a los 5 dias de exposicion (HI5) y manteniéndose constante

hasta los 10 dias de HI (HI10), que fue el mayor periodo de Hl estudiado (Figura 16a).

Con el objetivo de trabajar con un modelo in vitro que nos permitiera disecar
los mecanismos fisiopatoldgicos de la AS en una forma mas conveniente, comenzamos
a utilizar el modelo de HI in vitro descripto previamente (Shan y cols., 2007), que
consta de 35 minutos de hipoxia (0.1/ 0,, 5/ CO,, nitrégeno balance) intercalados con
25 minutos de normoxia (5/ CO, y 95/ aire) (Ver seccién Materiales y Métodos). Estos
ciclos fueron repetidos por 2, 5 y 8 horas (HI2, HI5 y HI8 respectivamente). Utilizamos
en estos experimentos cultivos celulares mixtos (neuronales-gliales) obtenidos de
hipocampos de ratas Wistar de 3 dias de edad. La exposicion a Hl indujo en los cultivos
celulares, tal como en los animales, un aumento en el nivel de TBARS que alcanzé

significancia estadistica luego de 8 ciclos de exposicién a HI (HI8) (Figura 16b).
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Figura 16: Analisis cuantitativo de la abundancia de TBARS con respecto al grupo normaoxico en animales
(a) y cultivos primarios mixtos (b) expuestos a HI. En a), HI3, HI5 y HI10 corresponden respectivamente a
3, 5, y 10 dias de exposicion a HI. En b), HI2, HI5 y HI8 corresponden a 2, 5, y 8 ciclos de HI
respectivamente. Los graficos representan la media del parametro indicado, las barras de error
representan la SEM. La significancia entre tratamientos fue evaluada por ANOVA de una via y se realizé
el post-test de Student-Newman-Keuls: **p<0,01; *p<0,05.

Tanto en hipocampo de animales expuestos a 3 dias de HI, como en cultivos
mixtos expuestos a 8 ciclos de HI, el aumento en la cantidad de TBARS fue cercano al
50/ con respecto al control. Esta similitud nos permite hacer un paralelismo entre
ambos modelos de AS por HI in vitro e in vivo, y es por esto que hemos elegido dichos
tiempos de exposicion (3 dias in vivo y 8 horas in vitro) para los experimentos
subsiguientes. Asi, en este trabajo de tesis comenzamos a utilizar el paradigma in vitro
para estudiar algunas cascadas de sefializacion que podrian ser moduladas con
diferentes estrategias que podrian ser de utilidad para mejorar la sobrevida neuronal y

disminuir la gliosis reactiva en la AS.

Expresion de RAGE in vitro en cultivos hipocampales mixtos.

Teniendo en cuenta los resultados previos de nuestro laboratorio sobre la
induccion de la expresidn de RAGE en animales expuestos a HI (Avilés Reyes, Angelo y
cols., 2010), decidimos evaluar la expresién de este receptor en neuronas y astrocitos
de cultivos primarios mixtos hipocampales. Para ello, expusimos cultivos mixtos a Hl o
normoxia y realizamos ensayos de inmunofluorescencia de doble marcado con
anticuerpos anti-RAGE y anti-MAP2 como marcador de neuronas o anti-GFAP como
marcador de astrocitos. Sorprendentemente, los cultivos del grupo control expuesto a

un nivel normal de oxigeno mostraron un alto nivel de expresion basal de RAGE tanto
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en astrocitos como en neuronas (Figuras 17a y 18a). Para ambos tipos celulares el
estudio cuantitativo del porcentaje de células que expresa RAGE no mostrd diferencias
en los cultivos expuestos a HI con respecto a los cultivos del grupo control (Figuras 17b

y 18b).
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Figura 17: a) Inmunofluorescencia de doble marcado con los anticuerpos anti-GFAP y anti-RAGE vy
contracolor con el marcador de DNA Hoechst 33342 que permite observar el alto nivel de expresion de
RAGE en los astrocitos de los cultivos primarios mixtos. Magnificacion primaria 200x. b) Cuantificacion
del porcentaje de astrocitos GFAP+ que expresan RAGE. Las barras del grafico representan la media del
parametro indicado * SEM. La significancia entre tratamientos fue evaluada por el test de Student.
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Figura 18: a) Inmunofluorescencia de doble marcado con los anticuerpos anti-MAP2 y anti-RAGE que
permite observar el alto nivel de expresiéon de RAGE en las neuronas MAP2+ de los cultivos primarios
mixtos. Maghnificacion primaria 200x. b) Cuantificacion del porcentaje de neuronas MAP2+ que expresan
RAGE. Las barras del grafico representan la media del parametro indicado + SEM. La significancia entre
tratamientos fue evaluada por el test de Student.
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La Hl induce activaciéon de NF-kB in vitro en cultivos mixtos hipocampales.

Los dimeros de NF-kB se encuentran retenidos en el citoplasma, asociados al
inhibidor IkB que bloquea su sefal de localizaciéon nuclear. Frente a ciertos estimulos,
IxB es fosforilado, lo que permite su degradacidn por el proteosoma y se libera asi la
sefial de localizacion nuclear, permitiendo que NF-kB transloque al nucleo para iniciar
la transcripcion de sus genes blanco (DiDonato y cols., 1997; Mercurio y cols., 1997;
Zandi y cols., 1997). Por lo tanto, la activacién de NF-kB puede seguirse por diferentes
pardmetros, incluyendo la degradacion de IkB y la translocaciéon nuclear de las
subunidades de NF-kB, de las cuales p65 es la mas abundante en neuronas y células de

la glia.

Continuando con la caracterizacion de la respuesta a la HI en cultivos mixtos
hipocampales y su comparacién con los cambios observados in vivo, sometimos los
cultivos primarios mixtos a Hl y luego se analizd la localizacion subcelular de la
subunidad p65 en astrocitos. Esta deteccién se realizdé por inmunofluorescencia con
doble marcado de GFAP y un anticuerpo que reconoce la sefial de localizacién nuclear
de p65 (p65NLS, del inglés nuclear localization signal) sélo cuando ésta se encuentra
liberada del inhibidor IkB. El analisis cuantitativo de los astrocitos GFAP+ con p65NLS
localizado en el nucleo celular mostré un aumento significativo para el grupo HI8 con

respecto al control (Figura 19).
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Figura 19: a) Fotografias representativas de la inmunomarcacion para GFAP y la subunidad p65 activa
gue muestran la localizacion del factor de transcripcion NF-kB en cultivos primarios de astrocitos.
Notese el aumento en la inmunomarcacién de p65NLS en las células expuestas a HI. Magnificacion
primaria 200x. b) Andlisis cuantitativo de la activacién de p65 en astrocitos. Los graficos representan la
media del porcentaje de células GFAP+ con marcacién p65NLS+, * SEM. La significancia entre
tratamientos fue evaluada por el test de Student: *p<0,05.

Para analizar la activacién de NF-kB en las neuronas de los cultivos primarios
mixtos sometidos a HI, éstos fueron fijados y luego se realizé inmunofluorescencia de
doble marcado con los anticuerpos anti-p65NLS y anti-MAP2 de igual manera que se

hizo para el estudio de la activacidon de este factor de transcripcion en astrocitos. El
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anadlisis cuantitativo del porcentaje de neuronas MAP2+ que tienen NF-kB activado

mostré un aumento en los cultivos del grupo HI8 con respecto al control (Figura 20).

Nox

Figura 20: a) Fotografias mostrando la marcacion de p65NLS en neuronas MAP2+ de cultivos primarios
mixtos expuestos a HI8. Magnificacién primaria 200x. b) Cuantificacion del porcentaje de neuronas
MAP2+ con marcacion para el anticuerpo anti-p65NLS. Los graficos muestran la media de este
parametro = SEM. La significancia entre tratamientos fue evaluada por el test de Student: **p<0,01.

La exposicion a Hl induce cambios en la morfologia astroglial in vitro.

Los astrocitos en cultivo presentan una variedad de fenotipos desde una
morfologia aplanada y poligonal hasta una morfologia fibrilar, pasando por estadios
intermedios. Frente a stress celular, los astrocitos tienden a tomar una morfologia
fibrilar que se acepta como una reaccion similar a la gliosis reactiva in vivo. Este
cambio en la morfologia se denomina stellation y ha sido ampliamente estudiado para
determinar los mecanismos que lo regulan (Abe y cols., 1999; 2003; Frizzo y cols.,

2004; Koh y cols., 2005; Park y cols., 2006).
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Con el objetivo de analizar los cambios en los astrocitos inducidos por la HI in
vitro, se estudié la morfologia de los astrocitos clasificAndolos en tres categorias
morfoldgicas: i) Poligonales; ii) Filamentosos; vy iii) Intermedios. Para cada uno de los
tratamientos se contabilizd el porcentaje de astrocitos correspondientes a cada
morfologia. Los cultivos expuestos a HI8 mostraron un aumento significativo en el

porcentaje de astrocitos filamentosos, caracteristica del proceso de stellation (Figura

21).
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Figura 21: a) Fotomicrografias de inmunofluorescencia con anticuerpos anti-GFAP sobre cultivos
primarios mixtos mostrando la morfologia astroglial en células expuestas a HI. Magnificacién primaria
200x. b) Andlisis cuantitativo del porcentaje de astrocitos filamentosos por campo mostrando un
aumento en los cultivos sometidos HI. Las barras del grafico representan la media + SEM del parametro
indicado en cada condicidn. La significancia ente tratamientos fue evaluada por ANOVA de una via y
post-test de Student-Newman-Keuls: *p<0,05.
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La exposicion a HI provoca cambios significativos en la longitud de las dendritas in

vitro.

Se ha reportado que la deprivacion de oxigeno y glucosa (OGD, del inglés
Oxygen and Glucose Deprivation) como modelo in vitro de isquemia, induce un
aumento en la longitud dendritica mientras otros autores han mostrado una
disminucion de este pardmetro en cultivos expuestos a hipoxia (Genetos y cols., 2010;
Lei y cols., 2006). Nuestro modelo de AS por HI in vivo mostré un acortamiento
temprano de las dendritas seguido de una recuperacién en la longitud de las mismas
(Avilés Reyes, Angelo y cols., 2010). Para estudiar los efectos de la HI in vitro sobre la
longitud de las neuritas, realizamos en estos cultivos la técnica de inmunofluorescencia
con el anticuerpo anti-Blll-tubulina. Mediante la utilizaciéon de la aplicacion Neuronl)
del software Imagel (NIH) se cuantificé la longitud total de las dendritas relativizandola
al nimero de neuronas por campo (Genetos y cols., 2010). Luego de este analisis, se
observé una disminucidn del parametro estudiado en las dendritas Blll-tubulina+ de

los cultivos expuestos a 8 ciclos de HI (HI8) (Figura 22).
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Figura 22: a) Fotomicrografias de inmunofluorescencia con anticuerpos anti-Blll-tubulina sobre cultivos
primarios mixtos mostrando la morfologia neuronal de células expuestas a Hl. Magnificacidon primaria
200x. b) Analisis cuantitativo del porcentaje de la longitud dendritica por neurona por campo. Las barras
del gréfico representan la media + SEM del pardmetro indicado en cada condicidn. La significancia entre
tratamientos fue evaluada por test de Student: *p<0,05.
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La exposicion a Hl induce un aumento en la abundancia del factor HIF-1a.

El factor inducible por hipoxia (HIF, del inglés Hypoxia Inducible Factor) juega un
rol esencial en la respuesta a hipoxia. La subunidad HIF-1lo. se sintetiza
constitutivamente, pero se degrada en condiciones de normoxia impidiendo su
deteccion (Semenza, 2004; 2007; Sharp y Bernaudin, 2004). En condiciones de hipoxia,
la menor disponibilidad de oxigeno reduce la degradacion de HIF-1la y éste puede
dimerizar con la subunidad HIF-13, expresada constitutivamente, para formar el
complejo transcripcional HIF-1 que induce la expresion de los genes blanco. Como
consecuencia de la regulacion de HIF-1a, su inmunomarcacion es minima o
indetectable en condiciones de normoxia y se incrementa en hipoxia localizdndose en

el nucleo.

En el modelo de AS por Hl in vivo habiamos detectado un aumento de HIF-1y
algunos de sus genes blanco como MDR-1 (del inglés MultiDrug Resistance protein)
(Avilés Reyes, Angelo y cols., 2010). Para confirmar la activacidon de HIF-1 en el modelo
in vitro realizamos ensayos de inmunocitoquimica de doble marcado en cultivos
primarios mixtos expuestos a HI, combinando el anticuerpo anti-HIF-1a con anti-GFAP
o con anti-MAP2 para verificar el tipo celular que activa HIF-1. El andlisis cuantitativo
de la inmunomarcacioén para HIF-1a en las células GFAP+ de los cultivos expuestos a Hl
mostré un aumento significativo con respecto al control (Figura 23), mientras que en
neuronas MAP2+ no se evidencié un aumento en la abundancia de HIF-1a (Figura 24).
Estos resultados indican que el factor de transcripcién HIF-1 es activado en los

astrocitos de los cultivos primarios mixtos expuestos a Hl.
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Figura 23: a) Fotografias de inmunofluorescencia de doble marcado HIF-1a,/GFAP en cultivos primarios
mixtos. Magnificacién primaria 200x. b) Cuantificacién del porcentaje de células GFAP+ con marcacién
nuclear de HIF-1a. c) Cuantificacién del porcentaje de células MAP2+ con marcacién de HIF-1a. b y c)
Los graficos representan la media *SEM del pardmetro indicado para cada grupo experimental. La
significancia entre tratamientos fue evaluada por test de Student: *p<0,05.

Hasta aqui nuestros resultados indican que los cultivos mixtos hipocampales
expuestos a una cantidad de ciclos de HI que induce un aumento del stress oxidativo
similar al de los animales expuestos a HI3, reproducen la mayoria de los parametros
estudiados in vivo. En la siguiente seccidén de esta tesis avanzamos hacia los ensayos de
pérdida de funcién tratando de bloquear algunas rutas que parecen controlar la gliosis

reactiva y la sobrevida neuronal luego de la exposicién a HI.
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Estudios funcionales in vitro sobre la via de

sefializacion S100B/RAGE/NF-kB

En los resultados expuestos hasta aqui describimos que el modelo in vivo de AS
por HI reproduce las alteraciones en la saturacién de O, en sangre y aumenta los
niveles de ROS, efectos que se han observado en pacientes con diagndstico de AS. En
el modelo in vitro de exposicion a HI describimos un aumento en los niveles de ROS,
que se correlaciona con los observados en animales expuestos a Hl, asi como una
activacion de NF-kB, aumento en la abundancia de HIF-1a y el fendmeno de gliosis
reactiva in vitro (stellation). Teniendo en cuenta estos resultados y los obtenidos
previamente en el laboratorio, decidimos realizar estudios funcionales de pérdida o
ganancia de funcion bloqueando o activando la via de sefializacién S100B/RAGE/NF-kB
para determinar si esta ruta es un posible responsable de las alteraciones observadas.
Estos estudios se realizaron en animales y en cultivos primarios mixtos expuestos a Hl.
Para ello se trabajo en cultivos primarios hipocampales mixtos con 8 horas de
exposiciéon a HI (HI8), que por los resultados obtenidos en el estudio de stress
oxidativo, conocemos que ese tiempo de exposicion correlaciona con 3 dias de

exposicién a Hl in vivo.

El tratamiento con S100B in vitro previene parcialmente los cambios morfolégicos

inducidos por la Hl en astrocitos de cultivos hipocampales mixtos.

Teniendo en cuenta que previamente en nuestro laboratorio habiamos
demostrado que la HI en animales induce un aumento en la expresion de S100B (Avilés
Reyes, Angelo y cols., 2010), decidimos estudiar si esta molécula, ahora reconocida
como DAMP capaz de activar la respuesta inmune innata y promover la inflamacion,
estd involucrada en las alteraciones en neuronas y astrocitos que se describieron en los
animales hipdxicos. Para ello, cultivos primarios mixtos fueron tratados con 1uM de
S100B previamente a la exposicién a HI. Este tratamiento con S100B interfirié con la

filamentacion de los astrocitos inducida por la HI, dando como resultado una
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morfologia astrocitaria que no fue significativamente diferente de los controles
normaoxicos, aunque retenia una tendencia hacia la conversién al fenotipo filamentoso.
Estos resultados sugieren que el pretratamiento con niveles altos de S100B podria

activar una via de sefializacion que interfiere con los cambios inducidos por la HI en

astrocitos.
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Figura 24: a) Fotomicrografias de inmunofluorescencia con anticuerpos anti-GFAP sobre cultivos
primarios mixtos tratados con S100B mostrando la morfologia astroglial en células expuestas a HI.
Magnificacién primaria 200x. b) Analisis cuantitativo del porcentaje de astrocitos filamentosos por
campo para cada uno de los tratamientos. Las barras en los graficos representan la media £ SEM del
parametro indicado en cada condicidn. La significancia entre tratamientos fue evaluada por ANOVA de
dos vias y post-test de Bonferroni: *p<0,05; **p<0,01.
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La estimulacion con S100B en cultivos primarios mixtos previene parcialmente el

acortamiento de dendritas inducido por la Hl in vitro.

Para estudiar los efectos de la estimulacion con S100B sobre las neuronas de
los cultivos primarios mixtos expuestos a HI, se realizé inmunofluorescencia con el
anticuerpo anti-Blll-tubulina y se cuantificé por técnicas morfométricas la longitud
total de dendritas relativizandola a la cantidad de neuronas en cada campo. Este
analisis mostrd para el pretratamiento con S100B en los cultivos expuestos a HI una
tendencia a la prevencion de la disminucion de la longitud de las dendritas inducida
por la HI. En los cultivos normodxicos el pretratamiento con S100B no indujo diferencias

en la longitud media de las dendritas con respecto al grupo control (Figura 25).
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Figura 25: a) Fotomicrografias de inmunofluorescencia con anticuerpos anti-Blll-tubulina sobre cultivos
primarios mixtos hipocampales tratados con S100B y expuestos a HI. Magnificacion primaria 200x. b)
Analisis cuantitativo de la longitud dendritica por n eurona para cada uno de los tratamientos
relativizado al control. Las barras en los graficos representan la media = SEM del parametro indicado. La
significancia entre tratamientos fue evaluada por ANOVA de dos vias y post-test de Bonferroni: *p<0,05.
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El bloqueo de S100B previene la stellation inducida por la Hl in vitro.

La observacion de que el agregado de S100B exdgena interferia con el
acortamiento de dendritas y reducia el nivel de la gliosis reactiva in vitro inducido por
la HI fue un resultado inesperado y nos sugirid que probablemente el agregado de
S100B podria lograr la disrupcién de la correcta sefializacion neuro-glial mediada por
S100B. Para estudiar esta posibilidad desarrollamos experimentos de pérdida de
funcién pretratando los cultivos expuestos a HI con anticuerpos neutralizantes de
S100B. El anadlisis de la morfologia astrocitaria mostré que el bloqueo de la S100B
enddégena es capaz de prevenir la stellation inducida por la Hl. En cambio, en
condiciones de normoxia el pretratamiento con anti-S100B induce la conversion de los
astrocitos a su forma filamentosa (Figura 26). Este resultado sugiere que el rango de
concentraciones a las cuales S100B ejerce sus efectos dependeria del estado basal de

los astrocitos y de su exposicidon a noxas como la Hl.
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Figura 26: a) Fotomicrografias de inmunofluorescencia contra S100B sobre cultivos
mixtos donde se observa que la HI induce un cambio morfoldgico astrocitario que
puede ser prevenido por el tratamiento con anticuerpos anti-S100B. b)
Cuantificacién del porcentaje de astrocitos con morfologia filamentosa. Los graficos
representan la media de este pardmetro + SEM. La significancia entre tratamientos
fue evaluada por ANOVA de dos vias y post-test de Bonferroni: **p<0,01.
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El bloqueo de RAGE previene la retraccion de las prolongaciones neuronales inducida

por la Hl in vitro.

Para continuar con el estudio de la participacién de la via de sefializacién
S100B/RAGE/NF-kB en las alteraciones en astrocitos y neuronas que se inducen luego
de la Hl, se realizaron ensayos de pérdida de funcién con un anticuerpo neutralizante
de RAGE. Basandonos en los resultados in vivo que mostraban una induccién de la
expresion de RAGE en neuronas hipocampales luego de la HI (Avilés Reyes, Angelo y
cols., 2010), realizamos experimentos in vitro exponiendo los cultivos mixtos
hipocampales a ciclos de HI y estudiamos los efectos del bloqueo de RAGE con los
anticuerpos neutralizantes. Para analizar los efectos del bloqueo de RAGE sobre la
morfologia neuronal, estudiamos la longitud de las neuritas en los cultivos pretratados
con el anticuerpo anti-RAGE. Este analisis mostré que la retracciéon de neuritas
inducida por la exposicion a Hl puede ser prevenida por el tratamiento con el
anticuerpo neutralizante de RAGE (Figura 27). Si bien estos cultivos difieren de la
situacion in vivo, ya que expresan basalmente niveles importantes de RAGE en
neuronas, este resultado sugiere que RAGE podria estar implicado en las alteraciones

neuronales inducidas por la HI.
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Figura 27: a) Fotomicrografia de inmunofluorescencia con el anticuerpo anti-Blll-tubulina de
cultivos mixtos sometidos a HI. Se observa que la HI induce una retraccion en las neuritas que
puede ser prevenida por el tratamiento con el anticuerpo anti-RAGE. Los insets muestran la tincion
con anti-Blll-tubulina y el colorante nuclear Hoechst 33342, en las que se puede evidenciar la
presencia de otros tipos celulares. b) Cuantificaciéon de la longitud promedio de neuritas por
neurona. El grafico representa la media de este parametro + SEM. La significancia entre
tratamientos fue evaluada por ANOVA de dos vias y post-test de Bonferroni: **p<0,01.

En astrocitos, el bloqueo de RAGE previene la stellation inducida por la Hl in vitro.

La activacién de RAGE en astrocitos primarios in vitro activa un programa de
cambios gliales que se asemejan a los inducidos por la gliosis reactiva in vivo. Asi, la
activacion de RAGE induce una stellation que parece ser dependiente de la activaciéon
de las pequeiias GTPasas Racl y Cdc42 (Villarreal y cols., 2013), induce un aumento en
la tasa de divisidon celular, aumenta la expresion de iNOS y de mediadores

proinflamatorios (Ponath y cols., 2007). Con el objetivo de profundizar en el estudio de
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la participacion de esta ruta S100B/RAGE en la gliosis reactiva inducida por la Hl
desarrollamos estudios de pérdida de funcién bloqueando RAGE con anticuerpos
neutralizantes. Para ello se analizé la morfologia de las células GFAP+ expuestas a Hl
en presencia de anticuerpos neutralizantes de RAGE o un anticuerpo control del
mismo isotipo. Este analisis mostrd que la stellation que se produce por la exposicion a
HI puede ser prevenida con el pretratamiento con el anticuerpo anti-RAGE (Figura 28).
Este resultado sugiere que la activacién de RAGE estaria implicada en la stellation que

se induce en astrocitos expuestos a Hl.

NOx

d

—

HI8

Control

Ll
1

o R

e

(o]

b) ;\?50' ***** +

s .
9 40-
8
é 30
s
&= 20
[72]
S
S 104
4
s
2 o-

Nox HI2 HI5 HI8 Nox HI2 HI5 HI8

Control anti-RAGE

Figura 28: a) Fotomicrografias de inmunofluorescencia contra GFAP sobre cultivos mixtos donde
se observa que la Hl induce un cambio morfoldgico en los astrocitos que puede ser prevenido por
el tratamiento con anticuerpos neutralizantes de RAGE. Magnificacién primaria 200X. b)
Cuantificacién del porcentaje de astrocitos con morfologia filamentosa. Los graficos representan
la media del pardmetro indicado + SEM. La significancia entre tratamientos fue evaluada por
ANOVA de dos vias y post-test de Bonferroni: ***p<0,001; **p<0,01; * y +p<0,05.
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La expresion del dominante negativo de RAGE (RAGEAcyt) previene los cambios en la

morfologia glial inducidos por la HI.

Si bien el uso de anticuerpos neutralizantes esta extendido y es muy empleado
en la literatura para ensayos de pérdida de funcidn, decidimos desarrollar un vector
viral que se pudiera emplear tanto in vitro como in vivo para lograr la entrega de una
version defectiva de RAGE que carece de dominio citoplasmatico (RAGEAcyt), y que en
los hechos funcionaria como un dominante negativo capturando ligandos de RAGE
sobre la membrana plasmdtica pero impidiendo la transduccidon de sefales. El vector
viral utilizado (amplicén derivado de HSV, ver materiales y métodos) resultd tener un
trofismo especifico por neuronas in vivo, pero en cultivos mixtos fue capaz de infectar
tanto neuronas como células de la glia. Por lo tanto utilizamos este vector para la
entrega de un plasmido bicistrénico que expresa RAGEACyt y GFP como dos proteinas
independientes para poder seguir las células efectivamente infectadas y que expresan
el dominante negativo. In vitro, los estudios se desarrollaron comarcando con plIl-
tubulina para identificar el tipo celular que expresaba RAGEACyt. Como control, se

utilizé un vector viral idéntico pero que codifica GFP y LacZ.

Los cultivos primarios mixtos fueron infectados 48hs antes de la exposicion a HI
con el vector viral codificante para RAGE-ACyt o el vector viral control. Luego de 24hs
de finalizada la exposicidn a HI se realizd la técnica de inmunofluorescencia con un
anticuerpo contra BlllI-Tubulina y se estudié la morfologia de las células infectadas
(evidenciadas por GFP, ver Materiales y Métodos) que resultaron negativas para esta
inmunotincion especifica para neuronas y por lo tanto son células gliales. Se observé
gue en los cultivos expuestos a Hl las células gliales sufrieron stellation tal como ocurre
en ausencia de infeccidn viral. Estos cambios morfoldgicos no ocurrieron en las células
infectadas que sobreexpresan RAGEACyt, mientras que se observd el cambio hacia la

morfologia estrellada en las células que expresan el vector control (Figura 29).
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Figura 29: Fotomicrografias de las células infectadas con el vector codificante para la versién de RAGE
sin dominio citoplasmatico (Acyt) y con un vector control. Las células que se muestran en el panel
resultaron negativas para la inmunofluorescencia contra Blll-tubulina. Obsérvese el cambio hacia la
morfologia filamentosa de las células gliales expuestas a HI que puede ser prevenida con la infeccién del
vector portador de la secuencia Acyt.

El bloqueo de NF-kB in vitro previene los cambios morfolégicos inducidos por la

exposicion a Hl en astrocitos.

Siguiendo con la estrategia del blogqueo secuencial de los diferentes pasos de la
ruta S100B/RAGE/NF-kB, estudiamos el requerimiento de NF-kB para el fenédmeno de
stellation observado en los astrocitos de cultivos mixtos cuando fueron expuestos a Hl.
Para ello decidimos bloquear la activacion de este factor de transcripcién con el
compuesto comercial BAY117082 (BAY) que es un inhibidor de la fosforilacion de

IkB-a.. Los cultivos primarios mixtos fueron tratados con 2um de BAY previamente a la
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exposicidon a Hl y el compuesto permanecio durante todo el periodo de exposicion a HI.
Luego de 24hs de finalizada la Hl, los cultivos fueron fijados y se realizé la técnica de
inmunofluorescencia con un anticuerpo anti-S100B para poder estudiar la morfologia
astrocitaria. Este analisis mostré que el tratamiento con BAY es efectivo para prevenir
la conversidon de los astrocitos hacia la morfologia estrellada tipica del proceso de
stellation descripto en las secciones anteriores (Figura 30). En condiciones de
normoxia, la exposicion a BAY mostré una tendencia a inducir la morfologia estrellada,
que no alcanzé diferencia estadisticamente significativa con respecto a los cultivos del

grupo control.
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Figura 30: a) Fotomicrografias de la inmunotincidn con anticuerpos anti-S100B en cultivos primarios
mixtos sometidos a HI y pretratados con BAY que permiten observar la morfologia celular de los
astrocitos S100B+. Magnificacidon primaria 200X. b) Cuantificaciéon del porcentaje de astrocitos
filamentosos en cada uno de los tratamientos. Las barras representan la media del pardmetro indicado +
SEM. La significancia entre tratamientos fue evaluada por ANOVA de dos vias y post-test de Bonferroni:
***p<0,001; **p<0,01.
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La proteina kinasa B, conocida también como Akt, ha sido implicada en la
activacion de NF-kB ya que su propia activacién conduce a la fosforilacion y activacién
de las subunidades p65 y p50 y ademds puede activar IKK (Koul y cols., 2001; Madrid y
cols., 2000; 2001; Sizemore y cols., 1999). Para investigar si Akt estaba involucrada en
los cambios de la morfologia astrocitaria inducidos por Hl, cultivos primarios mixtos
fueron pretratados con el inhibidor comercial de Akt, LY 294002 (LY). El andlisis
morfoldégico de los astrocitos mostré que LY es capaz de prevenir los cambios
morfoldgicos tipicos del proceso de stellation que se inducen por la HI (Figura 31). Este
resultado sugiere que Akt estaria involucrado en la via de sefializacién que induce
stellation luego de la exposicién a Hl y probablemente se encuentre localizada

upstream de NF-kB en la cascada de sefializacion.
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Figura 31: Cuantificacion del porcentaje de astrocitos
filamentosos en cada uno de los tratamientos. Los graficos
representan la media del parametro indicado *SEM. La
significancia entre tratamientos fue evaluada por ANOVA de
dos vias y post-test de Bonferroni: ***p<0,001; **p<0,01.
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Estudios de ganancia y pérdida de funcién in vivo

sobre la via de sefializacion S100B/RAGE/NF-kB.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos in vitro en los ensayos de pérdida y
ganancia de funcion decidimos realizar estudios similares in vivo para investigar si el
bloqueo de la activacion de la via de sefializacion S100B/RAGE/NF-kB era capaz de
disminuir las alteraciones que se inducen en animales expuestos a Hl y por lo tanto
podrian tener utilidad para el desarrollo futuro de nuevas estrategias terapéuticas para
el tratamiento de la AS. Para ello, se trabajo con una exposicidon a Hl de tres dias de
duracién (HI3), tiempo al cual se observaban los mayores signos de alteraciones
neuronales y gliales. Para evitar los problemas que presentan algunos de los
compuestos para atravesar la barrera hematoencefalica, los distintos tratamientos se
administraron por inyecciones estereotaxicas intrahipocampales. En el caso de los
blogueantes, las inyecciones se realizaron cada dia previamente al comienzo de la
exposicidn a HI a través de canulas implantadas y fijadas en el craneo de los animales
(Ver seccidon Materiales y Métodos). Para administrar los vectores, se realizé una Unica
inyeccién 2 dias antes de comenzar la hipoxia ya que la maxima expresién de los
plasmidos contenidos en el vector viral se alcanza luego de las 48-72 hs post infeccién
(Adrover y cols., 2003). Con estos ensayos se obtuvieron los resultados que se

describen a continuacion.

Participacion de S100B en las alteraciones neuronales y gliales inducidas por la

exposicion a Hl.

e El bloqueo de S100B no previene las alteraciones neuronales inducidas por la Hl in

vivo.

Los estudios que desarrollamos durante la descripcion del modelo de AS por Hl in
vivo nos permitieron evidenciar que las neuronas hipocampales sufren alteraciones

neurodegenerativas, las cuales se evidenciaron por cambios en la localizacién
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subcelular de la proteina especifica neuronal NeuN (Avilés Reyes, Angelo y cols., 2010).
NeuN es probablemente un factor de transcripcion (Mullen y cols., 1992; Lind y cols.,
2005) o una proteina involucrada en la regulacién del splicing alternativo (Kim y cols.,
2009; Dent y cols., 2010) y tal como se describid originalmente en Robertson y cols.,
(2006) en otro modelo experimental, esta proteina se moviliza desde el nucleo al
citoplasma durante fenémenos de neurodegeneracidon con cierta capacidad de
reversibilidad y por lo tanto indicarian una alteraciéon neuronal que, de persistir, lleva a

la muerte neuronal (Unal-Cevik y cols., 2004).

Utilizando esa tipificacién del estadio de neurodegeneracién estudiamos el
efecto del bloqueo de los diferentes miembros de la ruta S100B/RAGE/NF-kB en la
relacion entre neuronas normales y las que presentaban localizacion atipica de NeuN.
Para facilitar la interpretacion de los graficos se muestra el porcentaje de neuronas con

marcacién normal (nuclear intensa y leve citoplasmatica) para NeuN.

En el primer experimento estudiamos el efecto del bloqueo de S100B en las
alteraciones neuronales inducida por la exposicién a HI. Para ello los animales fueron
inyectados intrahipocampalmente con el anticuerpo bloqueante de S100B o el control
isotipico correspondiente y expuestos a normoxia o ciclos de HI. Los resultados
mostraron que el bloqueo de S100B no induce diferencias estadisticamente
significativas en las alteraciones neuronales inducidas por la Hl. En condiciones de
normoxia, el bloqgueo de S100B muestra una tendencia a reducir el porcentaje de

neuronas normales, que no alcanza significancia estadistica (Figura 32).
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Figura 32: a) Fotomicrografias mostrando los efectos de la Hl y el pretratamiento con anticuerpos
anti-S100B sobre la inmunomarcacién para NeuN en células del 4drea CA1l del hipocampo. b)
Cuantificacidon del porcentaje de neuronas normales para cada uno de los tratamientos. Los graficos
representan la media del parametro indicado + SEM. La significancia entre tratamientos fue evaluada
por ANOVA de dos vias y post-test de Bonferroni: ***p<0,001.

e El bloqueo de S100B previene la gliosis reactiva inducida por la Hl in vivo.

Teniendo en cuenta la gliosis reactiva que se observé en animales expuestos a Hl,
decidimos investigar la participacion de S100B sobre los cambios inducidos en la
morfologia glial de estos animales. Para ello, realizamos experimentos de
inmunohistoquimica para el marcador astrocitario GFAP en los animales inyectados
intrahipocampalmente con anti-S100B previamente al inicio de la exposicién. El
anadlisis de la superficie ocupada por los astrocitos, que es un indice de la gliosis

reactiva ya que detecta hipertrofia/hiperplasia astrocitaria, mostré una disminucion de
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la astrogliosis inducida por HI en animales pretratados con el anticuerpo bloqueante
de S100B con respecto a los inyectados con anticuerpo control isotipico. En
condiciones normdxicas el tratamiento con anti-S100B induce gliosis reactiva per se
(Figura 33). Estos resultados sugieren que S100B estaria implicado en la induccién de la

gliosis reactiva observada en animales expuestos a HIl, actuando probablemente en

forma autdcrina sobre los mismos astrocitos.
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Figura 33: a) Fotomicrografias mostrando los efectos de la Hl y el pretratamiento con anticuerpos
anti-S100B sobre la activacién de la glia en el area CA1 del hipocampo. Magnificacidon primaria 100x.
b) Cuantificacién del porcentaje de area reactiva para GFAP por campo microscépico. Los graficos
representan la media del parametro indicado + SEM. La significancia entre tratamientos fue evaluada
por ANOVA de dos vias y post-test de Bonferroni: ***p<0,001; *p<0,05.
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Participacion de RAGE en las alteraciones neuronales y gliales inducidas por la

exposicion a Hl.
e El bloqueo de RAGE previene las alteraciones neuronales inducidas por Hl in vivo.

Dado que en los estudios in vitro los cambios en la morfologia neuronal
inducidos por la Hl se vieron prevenidos por el bloqueo de RAGE, decidimos estudiar
los efectos de este bloqueo in vivo. Para ello se inyectaron animales con el anticuerpo

bloqueante de RAGE inmediatamente antes de la exposicién a HI.

El analisis de la distribucidn subcelular del marcador NeuN reveld que el
pretratamiento con anticuerpos neutralizantes de RAGE previene las alteraciones
neuronales que se reflejan como cambios en la distribucién normal del marcador
NeuN. Los animales normodxicos pretratados con anti-RAGE mostraron un grado mayor
de alteraciones que los animales pretratados con anticuerpo control, ya sean
expuestos a Hl o incluso a normoxia (Figura 34). Este resultado indica que RAGE estaria
involucrado en la via de sefializacion que induce las alteraciones neuronales inducidas

por la HI, pero su bloqueo en condiciones de normoxia induce neurodegeneracién.
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Figura 34: a) Fotomicrografias mostrando los efectos de la Hl y el pretratamiento con anticuerpos
anti-RAGE sobre la inmunomarcacion para NeuN en células del area CAl1l del hipocampo.
Magnificacién primaria 100x. b) Cuantificacién del porcentaje de neuronas normales para cada uno
de los tratamientos. Los graficos representan la media del pardmetro indicado + SEM. La

significancia entre tratamientos fue evaluada por ANOVA de dos vias y post-test de Bonferroni:
***p<0,001.

e Anticuerpos anti-RAGE previenen la gliosis reactiva inducida por la Hl in vivo.

Teniendo en cuenta que el bloqueo de RAGE in vitro fue capaz de prevenir la
stellation (correlato in vitro de la gliosis reactiva) inducida por la Hl, decidimos estudiar
si este bloqueo también era capaz de prevenir la gliosis reactiva observada en los
animales luego de la exposicion a HI. Para ello, se estudid la morfologia glial por

inmunohistoquimica contra GFAP en los animales inyectados intrahipocampalmente
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con anti-RAGE previamente a la exposicion a HI. Este andlisis mostré un aumento en el
area reactiva para GFAP en los animales expuestos a Hl, tal como habiamos descripto
(Avilés Reyes, Angelo y cols., 2010). La administracidon de los anticuerpos bloqueantes
de RAGE disminuyd la intensidad de gliosis reactiva en animales expuestos a HI
mientras el pretratamiento con este anticuerpo indujo gliosis reactiva per se en
animales no expuestos a HI (Figura 35). Este resultado indica que RAGE estd
involucrado en la gliosis reactiva inducida por la HI pero que su actividad es necesaria

en condiciones de normoxia para mantener la normal morfologia glial.
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Figura 35: a) Fotomicrografias mostrando los efectos de la HI y el pretratamiento con anticuerpos
anti-GFAP sobre la activacion de la glia en el drea CA1 del hipocampo. Magnificacién primaria 100x.
b) Cuantificacion del porcentaje de area reactiva para GFAP. Los graficos representan la media del
pardametro indicado + SEM. La significancia entre tratamientos fue evaluada por ANOVA dos vias y
post-test de Bonferroni: ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05.
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e La expresion de RAGE pero no de RAGE-Acyt induce alteraciones neuronales en

ausencia de injuria in vivo.

Nuestros resultados indicaban que la actividad de RAGE parece ser
determinante para la sobrevida neuronal luego de la exposicion a HI. Un resultado
similar habiamos evidenciado en un trabajo previo in vitro utilizando neuronas
corticales primarias expuestas a stress excitotoxico por glutamato (Villarreal y cols.,
2011). Considerando estos antecedentes y con el objetivo de mejorar los ensayos de
pérdida de funcidon para determinar la importancia de RAGE en las alteraciones
neuronales, pero también explorar una potencial proyeccién terapéutica de nuestro
trabajo desarrollamos vectores virales amplicones derivados de HSV que sobre-
expresan RAGE nativo (RAGE-FL) o RAGE-Acyt. Con estos virus realizamos
experimentos in vivo de ganancia de funcién, sobreexpresando RAGE-FL o RAGE-Acyt
en animales controles nave (no expuestos a HI) para analizar el efecto de la
sobreexpresion de RAGE en ausencia de dafio. Para mejorar la visualizacién de las
caracteristicas morfolégicas de las neuronas infectadas, se realizd wuna
inmunohistoquimica contra GFP y se estudid la morfologia de las células infectadas.
Este analisis mostré que los animales que recibieron las particulas virales que inducen
la expresion de RAGE-FL presentan una morfologia neuronal alterada en las neuronas
infectadas, mientras que las neuronas infectadas en los animales que recibieron el

dominante negativo RAGE-Acyt no presentan estas alteraciones (Figura 36).
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Figura 36: Fotomicrografias de inmunohistoquimica contra GFP mostrando alteraciones de la morfologia
neuronal en animales na ve que sobreexpresan RAGE-FL. Magnificacidn primaria 100x.
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Los ensayos de pérdida de funcidon utilizando anticuerpos neutralizantes nos
orientaron acerca del requerimiento de RAGE para el desarrollo de las alteraciones
neuronales y la gliosis reactiva luego de la exposicién a HI tanto in vitro como in vivo.
Considerando estos resultados y los obtenidos a partir de las infecciones con los
vectores que sobre-expresan RAGE-FL y RAGE-ACyt en animales na ve, decidimos
investigar los efectos de la infeccidon con dichos vectores en animales expuestos a HI.
Para ello, infectamos animales con los vectores RAGE-FL, RAGE-Acyt o vector control
(A2Z) y 48 hs después comenzamos la exposicion a los ciclos de hipoxia. El analisis de la
inmunomarcacion para NeuN en microscopia confocal mostré una mayor cantidad de
nucleos neuronales en los animales infectados con RAGE-Acyt, mientras que en el caso
de los animales infectados con RAGE-FL hubo una disminucién tanto de los nucleos
neuronales como de los nucleos totales (estudiados por la marcacion de Hoechst
33342), aunque en ningun caso se alcanzaron diferencias estadisticamente

significativas (Figura 37).

93



Resultados

|_Hoechst | NeuN | GFP _f Merge |

60 E3 A2Z

8

n
o

Neuronas (%)

0

Figura 37: a) Fotografias de microscopia confocal de los cortes de tejido de los animales infectados con
los distintos vectores y sometidos a HI. b) Cuantificacién de neuronas y porcentaje de neuronas sobre
células totales de los cortes de animales infectados y sometidos a HI. La significancia entre tratamientos
fue evaluada por ANOVA de una via y se realizd el post-test de Student-Newman-Keuls.

Modulacion de NF-xB in vivo.
e La Sulfasalazina inhibe la translocacion nuclear de p65 in vivo.

La Sfz es un potente inhibidor de NF-xB (Wahl y cols. 1998), que actua
directamente sobre el complejo kB kinasa (IKK) inhibiendo la fosforilacion de IkB
(Weber y cols., 2000) y por lo tanto su degradacion por el proteosoma, resultando en
una retencion de NF-xB en el citoplasma y la inhibicién de la activaciéon de Ia

transcripcion NF-kB dependiente.
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Ya que la Sfz atraviesa la BHE con muy baja eficiencia (Liu y cols., 2012) vy su
administracion sistémica produce el bloqueo periférico de NF-kB, lo que complica la
evaluaciéon de sus efectos en el SNC, decidimos administrar la droga
intrahipocampalmente. Los animales recibieron por esa via Sfz en una dosis de
1,25mM. Un grupo de animales fue sacrificado para verificar si efectivamente la Sfz
administrada por esa ruta era capaz de inhibir la localizacién nuclear de NF-kB,
indicando el efecto de bloqueo del factor de transcripcidn. La localizaciéon nuclear o
citoplasmatica de la subunidad p65 de NF-kB, fue verificada por inmunohistoquimica.
En los animales expuestos a Hl, se observé una disminucién en la marcacidn nuclear de
p65 en animales tratados con Sfz con respecto a los inyectados con vehiculo (Figura
38). Este resultado sugiere que la Sfz es capaz de bloquear la activacién de NF-xB

inducida por la Hl in vivo, reteniendo al factor de transcripcién en el citoplasma.
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Figura 38: a) Fotomicrografias de la inmunomarcacion con un anticuerpo anti-p65 que permite observar
los diferentes tipos de marcacion: nuclear y citoplasmatica (segln se indica en cada caso). Magnificacion
primaria 1000x. b) Analisis cuantitativo de la localizacion subcelular de p65 mostrando el porcentaje de
células que muestran p65 en el nucleo celular. Las barras en los graficos representan la media del
parametro indicado + SEM. La significancia entre tratamientos fue evaluada por ANOVA dos vias y post-
test de Bonferroni: ***p<0,001; **p<0,01

e El bloqueo de NF-kB previene las alteraciones neuronales inducidas por la Hl in
vivo.

Luego de verificar la inhibicidn de la translocacién nuclear de NF-kB que se
induce por el tratamiento con Sfz, se estudid el efecto de este bloqueo sobre las
alteraciones neuronales inducidas por la exposicion a HI. El estudio de la morfologia
nuclear de las neuronas por inmunohistoquimica con el anticuerpo anti-NeuN mostré

una disminucion de las alteraciones en la distribucion de este marcador en los
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animales hipdxicos pretratados con Sfz. El pretratamiento con Sfz en animales
normoxicos indujo un aumento en la cantidad de neuronas con morfologia nuclear
anormal (Figura 39). Este resultado sugiere que NF-kB se encuentra implicado en los
cambios neuronales inducidos por HI, pero que la activacién basal de este factor de

transcripcion seria fundamental en condiciones normales.
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Figura 39: a) Fotomicrografias del efecto del bloqueo de NF-kB sobre la morfologia de los ntcleos
neuronales en el hipocampo de animales expuestos a IH. b) Cuantificaciéon del porcentaje de
neuronas normales. Las barras expresan la media del pardmetro indicado + SEM para cada grupo. La
significancia entre tratamientos fue evaluada por ANOVA dos vias y post-test de Bonferroni:
**p<0,01; *p<0,05.
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Caracterizacion de los modelos de AS por Hl utilizados

En la bibliografia se han reportado distintos modelos experimentales de HI que
intentan reproducir el patron de hipoxemia observado en pacientes de AS y se utilizan
para estudiar los efectos de esta patologia y otras asociadas. Entre estos efectos se han
descripto alteraciones en distintas areas cerebrales relacionadas con las fallas
cognitivas que se observan en pacientes (Gozal y Kheirandish-Gozal, 2007; Row y cols.,
2007; Avilés Reyes, Angelo y cols., 2010). EIl modelo de HI utilizado en nuestro
laboratorio cumple con el minimo de 5 eventos hipdxicos por hora requeridos por la
definicidn clinica de AS (Hinojosa Laborde y Mifflin, 2005; Klein y cols., 2005; Basner y
cols., 2007; Ling y cols., 2008; Ma y cols., 2008) y una disminucion de SpO, del 20-25/
en cada uno de los ciclos. Ademds, este modelo induce alteraciones neuronales y
gliales en el drea CA1 del hipocampo y en la corteza cerebral (Avilés Reyes, Angelo y
cols., 2010), similares a las descriptas en pacientes que sufren AS (Naégele y cols.,
1995; 1998; 2006; Macey y cols., 2002; Bartlett y cols., 2004; Rae y cols., 2009;
O’Donoghue y cols., 2012).

El stress oxidativo es una caracteristica de la AS y muchos marcadores de esta
condicidon han sido ampliamente descriptos en pacientes. Entre ellos peroxidaciéon
lipidica y oxidacién de proteinas y acidos nucléicos (Barceld y cols., 2006; Svatikovia y
cols., 2005; Lavie y Lavie, 2009; Lavie y cols., 2012; da Rosa y cols., 2012). La mayoria
de estos marcadores de aumento del stress oxidativo también ha sido encontrada en
sangre de animales expuestos a HI. Sin embargo, no es tan importante la cantidad de
trabajos donde se han estudiado los marcadores de stress oxidativo en el SNC en
animales expuestos a HI. Algunos de estos trabajos mostraron aumento de
peroxidacién lipidica en corteza e hipocampo (Row y cols., 2003; Xu y cols., 2004,
Burckhardt y cols., 2008; Gozal y cols., 2010), aumento de la actividad de la glutation
reductasa en la protuberancia (Ramanathan y cols.,, 2005) y aumento de
prostaglandinas en hipocampo y corteza (Burckhardt y cols., 2008; Cai y cols., 2010).
Consistentemente con los resultados descriptos en la bibliografia, durante este trabajo
describimos un aumento de TBARS en el hipocampo de animales expuestos a Hl por 3,

5y 10 dias (HI3, HI5 y HI10, respectivamente).
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Es importante destacar que los TBARS fueron de los primeros marcadores de
stress oxidativo utilizados en humanos y animales (Buege y Aust, 1978; Mayne, 2003).
Esta técnica mide stress oxidativo por cuantificacion del dafio oxidativo a lipidos que
ocurre con la generacion de radicales libres (Oakes y Van Der Kraak, 2002). Se trata de
un ensayo de espectrometria simple que mide un cromégeno que se produce por la
reaccidn del TBA con el producto de peroxidacion lipidica MDA y aunque generalmente
se utiliza en plasma, puede ser utilizado en tejido (Mayne, 2003). A pesar de su amplia
utilizacidn, esta técnica ha recibido criticas por las sobreestimacion de MDA, ya que
otros sustratos pueden reaccionar con el TBA (Janero, 1990; Esterbauer, 1996;
Handelman y Pryor, 1999; Oakes y Van Der Kraak, 2002; Mayne, 2003). Oakes y Van
Der Kraak (2002) han demostrado que la utilizacién de BHT en el desarrollo de esta
técnica minimiza la reactividad de las sustancias no especificas y el MDA producido por
la manipulacién (Pikul y Leszczynski., 1986; Janero, 1990; Oakes y Van Der Kraak,
2002). Teniendo en cuenta esta observacién, en nuestros experimentos utilizamos BHT
(ver seccion Materiales y Métodos) para obtener mayor exactitud en nuestros

resultados.

También existen trabajos que reportan resultados obtenidos en modelos in
vitro donde se muestra que la Hl induce el aumento de marcadores de stress oxidativo
en distintos tipos celulares incluyendo neuronas (Shan y cols., 2007) y células PC12
(Nanduri y cols., 2009). En nuestras manos la exposicidon de cultivos primarios mixtos a
HI indujo aumento de TBARS luego de 8 ciclos de exposicién (HI8), coincidiendo con la
informacién reportada previamente por otros grupos. Sorprendentemente, este
tiempo de exposicién indujo un aumento de TBARS con respecto al grupo control del
50/ siendo comparable al obtenido luego de 3 dias de exposicidn a HI in vivo (HI3).
Valiéndonos de esta semejanza, establecimos un paralelismo entre ambos modelos
para desarrollar el analisis in vitro de la via de sefalizacién involucrada en las
alteraciones inducidas por AS que se habian observado previamente. Esta validacién
del modelo in vitro a través de la similitud en el aumento de stress oxidativo medido
por TBARS resulté de fundamental importancia para tener un sistema in vitro que

resultara atil para estudiar cascadas intracelulares y probar los paradigmas de
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pérdida/ganancia de funcion en una forma mas controlada, lo que también nos

permitié reducir significativamente el uso masivo de animales de laboratorio.

RAGE se expresa durante el desarrollo del SNC pero es indetectable en el
adulto, aunque su expresion puede reinducirse en neuronas y glia luego de la injuria
tisular (Ma vy cols., 2003; Rong vy cols., 2005; Toth y cols., 2006; Ponath y cols., 2007
Villarreal y cols., 2010; Dvoriantchikova y cols., 2011), entre las que se incluyen hipoxia
e isquemia (Ma y cols., 2003; Pichiule y cols., 2007; Avilés Reyes, Angelo y cols., 2010;
Dvoriantchikova y cols., 2011). Previamente, en trabajos de nuestro grupo (Avilés
Reyes, Angelo y cols., 2010) y del laboratorio del Dr. Gozal (Burckhardt y cols., 2008) se
habia descripto una induccién en la expresion de RAGE en corteza e hipocampo de
animales expuestos a HI. Posteriormente, nuestro laboratorio reporté que la
exposicién a excitotoxicidad por glutamato, la exposicion a ligandos de RAGE o la
hipoosmolaridad son potentes inductores de la expresion de RAGE en neuronas
corticales en cultivo (Villarreal y cols., 2011). Como parte de este trabajo de tesis
estudiamos por inmunofluorescencia la abundancia de RAGE en cultivos primarios
mixtos. Sorprendentemente, se observd un alto nivel de expresiéon basal tanto en
neuronas como astrocitos na ve que no resultd incrementado cuando los cultivos
mixtos fueron sometidos a HI. Este resultado nos indica que en los cultivos primarios
mixtos hipocampales se mantiene la expresion de RAGE neuronal y glial en cultivos
diferenciados. Esto ha sido observado también por nuestro grupo de trabajo y por
otros equipos (Chou y col., 2003; Schmitt y cols., 2006; Ponath y cols., 2007; Qin y cols.,
2008; Steiner y cols., 2008; Kim y cols., 2011; Villarreal y cols., 2011). Particularmente
en el modelo de HI no se observa una induccion de la expresion similar a la observada
en cultivos puros neuronales y gliales expuestos a ligandos de RAGE o excitotoxicidad
por glutamato (Villarreal y cols., 2011). En base a la escasa informacién existente sobre
el control de la expresion de RAGE a nivel de la transcripcién y la nula informacién
disponible de su control por mecanismos post-traduccionales (RBP, miRNA, etc.), sélo
podemos especular acerca de las razones por las cuales los cultivos mixtos no
muestran una induccién significativa de la expresién de RAGE. Una explicacidon
plausible seria que la presencia de todos los tipos celulares (macro y microglia, ademas

de neuronas) produce una cierta atenuacion del efecto de la Hl y reduce la seial para
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la induccion de RAGE en neuronas. El control fino de la reexpresiéon de RAGE luego de
la injuria, asi como la interaccidén con otros PRR es motivo de estudio en otro proyecto
de nuestro laboratorio y es probable que encierre algunas claves importantes para

entender las diferencias en la respuesta de los distintos paradigmas experimentales.

El factor de transcripcion HIF-1 esta compuesto por las subunidades a y f.
Ambas subunidades son constitutivamente expresadas pero la degradaciéon de la
subunidad o es regulada por oxigeno. Asi, en condiciones de normoxia esta subunidad
es degradada por el proteosoma mientras que en condiciones de hipoxia es
estabilizada, migra al nucleo y dimeriza con la subunidad  para formar el complejo
HIF-1 capaz de activar la transcripcién de genes relacionados con la adaptacion a
hipoxia (Recuadro 2, seccion Introduccidon) (Wang y cols., 1995; Sharp y Bernaudin,
2004; Semenza, 2004; 2007; Cunningham vy cols., 2012; Xia y cols., 2012). Tanto en
nuestro grupo como en otros se ha demostrado que la HI induce el aumento en la
abundancia de HIF-1a en distintos drganos incluyendo el cerebro (Avilés Reyes, Angelo
y cols., 2010; Bhaskara y cols., 2012; Semenza y Prabhakar, 2012). En cultivos celulares,
la informacion es contradictoria ya que se ha descripto tanto aumento de la expresion
de HIF-1a (Yuan y cols., 2005; Toffoli y cols., 2009), como la falta de activacién de HIF-1
en cultivos expuestos a HI (Ryan y cols., 2005). Nuestro trabajo logré demostrar que in
vitro la induccién de HIF-1a ocurre esencialmente en astrocitos GFAP+, mientras que
en las neuronas no se observan cambios significativos en la abundancia de este factor
de transcripcion. Nuevamente emerge el papel como regulador o buffer que tendrian

los astrocitos en este sistema in vitro de exposicién a Hl.

En el SNC adulto normal, los astrocitos presentan esencialmente una forma
estrellada de la cual obtienen su nombre (del griego: astron, estrella y cyte, célula), con
prolongaciones largas y angostas. En situaciones de injuria al SNC, los astrocitos
responden mediante un proceso caracteristico denominado gliosis reactiva que
involucra un aumento en la tasa de divisiéon celular (hiperplasia), alteraciones de la
morfologia celular y provoca cambios en la expresiéon de un gran nimero de genes
entre los que se incluye el filamento intermedio glial GFAP (Sofroniew, 2009; Zamanian
y cols., 2012). En nuestro laboratorio reportamos previamente la induccidn de gliosis

reactiva en corteza e hipocampo cerebral de animales expuestos al modelo de AS por
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HI (Avilés Reyes, Angelo y cols.,, 2010). Estos resultados fueron confirmados vy
extendidos durante el desarrollo de esta tesis donde se estudié la expresién de GFAP
por RT-PCR e inmunoblot. Estos andlisis mostraron que la HI induce un aumento en la
abundancia tanto del mRNA como de la proteina GFAP, lo que indicaria un aumento de
la expresidn de novo de GFAP y no solamente un fendmeno de remodelado del
citoesqueleto astroglial. Si bien son escasos los reportes en donde se ha relacionado la
expresion de GFAP con AS, nuestros resultados se correlacionan con los previos del
laboratorio (Avilés Reyes, Angelo y cols., 2010) y otros donde se ha reportado un
aumento en la expresion de GFAP en el cerebro de pacientes con sindrome infantil de
muerte subita debida posiblemente a AS (Kinney y cols., 1983; Sawaguchiy cols., 2002;
2003). Ademas, recientemente se ha publicado un trabajo sobre animales expuestos a
HI (Baronio y cols., 2013) que confirma nuestros hallazgos sobre la gliosis reactiva
publicados en 2010 (Avilés Reyes, Angelo y cols., 2010) y extendidos en este trabajo de

tesis.

En cultivos primarios, los astrocitos presentan una morfologia diferente de la
observada in vivo. Los astrocitos cultivados in vitro muestran una forma aplanada y
poligonal en condiciones normales y presencia de nutrientes adecuados, pero frente a
ciertos estimulos o noxas extienden prolongaciones y se transforman en células
estrelladas a través de la activacidn de diferentes cascadas que finalizan en efectores
cldsicos de los cambios en la morfologia del citoesqueleto como son las pequefiias
RhoGTPasas. Este proceso se denomina stellation, ha sido ampliamente descripto en la
bibliografia y existe consenso en que involucra mecanismos similares a los de la gliosis
reactiva in vivo, utilizdndoselo como la correlacién in vitro de este fendmeno
(Ramakers y Moolenaar, 1998; Abe y Saito, 1999; Schmidt-Ott y cols., 2001; Abe y
Misawa, 2003; Frizzo y cols., 2004; Koh y cols., 2005; Park y cols., 2006). En nuestro
modelo in vitro los astrocitos presentes en los cultivos mixtos hipocampales expuestos
a HI mostraron una transformacion hacia la forma estrellada, en concordancia con los
resultados obtenidos en modelos animales. La stellation observada induce una
morfologia astroglial que no parece diferir significativamente de la reportada para

otros modelos de injuria (Abe y Saito., 1999; Abe y Misawa, 2003; Frizzo y cols., 2004;
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Koh y cols., 2005; Park y cols., 2006), remarcando la caracteristica genérica de la

reaccion astroglial frente a diferentes tipos de injuria.

El stress oxidativo inducido por hipoxia puede causar la retracciéon de las
neuritas y conducir a la neurodegeneracion como se ha demostrado en diferentes
enfermedades neurodegenerativas (Jackson y cols., 1995; Mattila y cols., 1999;
Dickson y Vickers, 2001; Fujimura y cols., 2009; Satoh y cols., 2011; Ibegbu y cols.,
2012). Las proteinas de la familia de GTPasas Rho son reguladores clave del
citoesqueleto de actina y se las ha asociado a la regulacién neuritica y a la muerte
celular apoptdtica en las neuronas (Negishi y Katoh, 2002; Tanabe y cols., 2003; Koh,
2006; Tomasevic y cols., 2007). Las acciones de estas proteinas son contrarias; los
miembros Racl y Cdc42 promueven la extension de neuritas e inhiben apoptosis,
mientras RhoA promueve la retraccién de las prolongaciones, la desapariciéon de los
conos de crecimiento y puede llegar a inducir muerte celular apoptoética (Koh, 2006;
Fujimura y cols., 2009). Entre los efectores de Rho, la retraccién de neuritas es
mediada por la Rho kinasa, cuya activacién induce este fenédmeno (Hirose y cols., 1998;
Negishi y Katoh, 2002). Asi, la evaluacién de la extension y/o complejidad del arbol
neuronal es un interesante parametro para detectar el inicio de la neurodegeneracion
antes de que ocurra un dafio irreversible que produce efectos secundarios, por
ejemplo por difusion de DAMP vy activacion de la inmunidad innata. Este efecto de
dano secundario puede ocurrir en estos cultivos que cuentan con todos los tipos
celulares y por ello pueden montar esta respuesta. La exposicidon a HI esencialmente
redujo el largo de las dendritas en las neuronas hipocampales en los cultivos mixtos. Si
bien existen algunos reportes que muestran un aumento de la longitud de las neuritas
en modelos in vitro de hipoxia continua y OGD (Lei y cols., 2006; Genetos y cols., 2010),
varios trabajos han mostrado la disminucion en la longitud de las neuritas en modelos
de hipoxia continua in vitro y de Hl in vivo (Kheirandish y cols., 2005; Gladman y cols.,
2010). En nuestros modelos de HI, se observd una disminucién en la longitud de las
dendritas tanto in vitro como in vivo, aunque en este ultimo modelo existe una leve
recuperaciéon luego de exposiciones prolongadas a Hl (5 y 10 dias) (Avilés Reyes,

Angelo y cols., 2010).
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La activacidon de NF-xB ha sido ampliamente descripta en pacientes de AS como
también en animales y células expuestos a HI (Xu y cols., 2004; Greenberg y cols.,
2006; Htoo y cols., 2006; Yamauchi y cols., 2006; Ryan y cols., 2007; Nacher y cols.,
2009; Li y cols., 2011; Da Rosa y cols., 2012; Wang y cols., 2012), aunque existe un
trabajo donde se reporta la falta de activacién en cultivos celulares expuestos a Hl
(Toffoli y cols., 2009). Sin embargo, la mayoria de estos trabajos no se realizaron en
células del tejido nervioso. Concordantemente con la bibliografia, previamente en
nuestro laboratorio habiamos descripto en hipocampo de ratones reportadores de
NF-kB un aumento en la activacién de este factor de transcripcién. Ese trabajo
realizado en ratones implica un cambio de especie que puede afectar la validez del
modelo que desarrollamos para trabajar con ratas. Para evitar estos problemas, en
este trabajo de tesis utilizamos el modelo en rata y demostramos por RT-PCR un
aumento de la expresion de diversos genes que son dependientes de NF-kB como IkB,
XIAP y BclXL. In vitro, por medio de estudios de inmunofluorescencia describimos la
activacion de NF-kB tanto en neuronas como astrocitos de cultivos primarios mixtos
expuestos a HI evidenciada por la deteccidon de la p65NLS que resulta liberada de su
oclusién por IkB, permitiendo asi que el factor de transcripcién sea capaz de migrar al
nucleo e inducir la expresién de diferentes genes. Todas estas técnicas demostraron

gue NF-kB resulta activado por la exposicién a Hl in vivo e in vitro.

La activacién de NF-kB tiene una gran implicancia no solamente a nivel del set
de genes regulados que se involucran tanto en la induccién como en la inhibicion de la
muerte celular (Baldwin, 1996; Yaron y cols., 1998; Bender y cols., 1998; Li y Karin y
cols., 1998; Gilmore y cols., 1999; Gutierrez y cols., 2005; Dutta y cols., 2006; Mémet,
2006; Ridder y Schwaninger, 2009), sino que es importante por ser el efector comun
de varios PRR incluido RAGE. Estudios realizados por nuestro grupo y otros han
demostrado que la activacién de RAGE por DAMP induce un aumento de la activacion

de NF-kB tanto en neuronas como en astrocitos (Villarreal y cols., 2011; 2013).
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Participacion de la via de sefializacion S100B/RAGE/NF-kB en las alteraciones

inducidas por la HI
e Exposicién y bloqueo de S100B

El aumento en la abundancia y secrecion de S100B en situaciones de injuria han
sido descriptos ampliamente en la bibliografia destacando su valor diagndstico y
prondstico (Kogel y cols., 2004; Donato, 2007; Sen y Belli, 2007; Sofroniew, 2009;
Avilés Reyes, Angelo y cols., 2010). Por ésto, y dado que la S100B extracelular es
considerada un DAMP por contribuir a la propagacion de la inflamacién a través de la
activacion de la inmunidad innata, su bloqueo podria ser beneficioso en la atenuacién
de la inflamacién y el dafio celular (Sorci y cols., 2010). Sin embargo, existen muy pocos
estudios sobre los efectos del bloqueo o el agregado exégeno de S100B. Uno de ellos
muestra que el tratamiento con S100B in vitro induce stellation en astrocitos na ve y
ademads provoca un aumento de la filamentacidon en cultivos astrocitarios tratados
simultdaneamente con S100B y amiloide 3 (Hu y Van Eldik, 1999). En contraposicién, se
han reportado efectos protectores de S100B sobre astrocitos y microglia en un modelo
in vitro de neurodegeneracion por trimetilina ((CHs)sSnCl) (Reali y cols., 2005). En este
modelo los cambios morfolédgicos astrocitarios (stellation) que se inducen por el
tratamiento con trimetilina son prevenidos por el tratamiento con S100B. Nuestros
resultados coinciden con los expuestos en el trabajo de Reali y cols. (2005), ya que el
pretratamiento con S100B in vitro interfiere con la filamentacién astrocitaria inducida

por la HI, aunque se conserva una tendencia a la reactividad glial por la HI.

Sorprendentemente, los estudios de pérdida de funcién que realizamos con el
anticuerpo bloqueante de S100B no mostraron el efecto opuesto a el agregado de
S100B sino que se observd también una prevencién de la stellation inducida por la Hl,
aungue en condiciones de normoxia el tratamiento con el anticuerpo induce la
filamentacion astrocitaria per se. Por otro lado y respaldando parcialmente los
resultados obtenidos in vitro, nuestros experimentos in vivo muestran que el bloqueo
de S100B por administracion intrahipocampal de anticuerpos bloqueantes es capaz de
prevenir la gliosis reactiva inducida por la HI pero este proceso se induce per se en los

animales del grupo normaéxico tratados con el anticuerpo contra S100B.
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Es interesante observar que in vitro los astrocitos responden al exceso de
S100B administrada exdégenamente a niveles uM (tipo DAMP) con una limitacién de su
respuesta normal a la HI (stellation) pero que, a la vez, el bloqueo de S100B induce
también una respuesta limitada a la HI pero una exacerbada gliosis reactiva en
condiciones normales. Considerando que S100B extracelular se comporta como DAMP
generando una sefializaciéon autdcrina que induce gliosis reactiva, existen potenciales
explicaciones fisioldgicas y técnicas para el efecto observado por nosotros. Por un lado,
parece requerirse de un rango determinado de S100B para permitir la normal
evolucidn de la gliosis reactiva inducida por la Hl y por lo tanto el exceso interfiere con
la respuesta o bien es posible que se generan complejos multiméricos de alto orden de
S100B que impiden la correcta unidn con sus receptores. Adicionalmente, S100B es
una proteina que une Ca** y el exceso de S100B podria inducir una caida en el Ca**
extracelular que cambia la respuesta astroglial. Experimentos exploratorios no
mostrados en este trabajo de tesis han mostrado que los niveles de Ca** en el medio
extracelular cambian significativamente los efectos de S100B. El bloqueo de S100B con
anticuerpos neutralizantes, técnica utilizada por nosotros para reducir los niveles
enddgenos de S100B e impedir la sefalizacidon por esta via, induce una esperable
limitacidon de la gliosis reactiva que estaria mediada en forma autdcrina por S100B y a
la vez induce gliosis per se en condiciones normales. Es posible que niveles minimos de
S100B sean requeridos para el normal desarrollo de los astrocitos in vitro tal como se
ha comentado en diferentes trabajos en los ultimos afios (Donato, 2001; 2003; Donato
y cols., 2009; Donato y Heizmann, 2010; Sorci y cols.,, 2010). Finalmente, los
anticuerpos neutralizantes son efectivos cuando se aplican sobre dominios
extracelulares de receptores o bloquean completamente los ligandos de forma estérica
o por alteraciones conformacionales. En el caso de S100B, que es una proteina capaz
de formar dimeros desconocemos el efecto que podria tener sobre su capacidad de
dimerizacion, la union de IgG especificas en su estructura. Esto podria generar una
pérdida de actividad (efecto buscado) pero también podria inducir complejos de alto
orden de efectos desconocidos. Es importante comentar estas limitaciones que tiene
nuestro enfoque, por las cuales decidimos desarrollar herramientas mas complejas

para estudiar la participacion de la ruta SI00B/RAGE en la AS por HI.
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El efecto de S100B sobre las neuronas fue ampliamente estudiado,
atribuyéndole propiedades tréficas cuando este DAMP se encuentra en bajas
concentraciones (orden nanomolar, nM) tipicas del tejido sano, y propiedades tdxicas
cuando se encuentra en altas concentraciones (orden micromolar, uM) como las
presentes en zonas de injuria en el SNC (Van Eldik y cols., 2003; Donato, 2003; 2007).
Entre los efectos tréficos se han descripto inducciéon del crecimiento de neuritas
durante el desarrollo normal (Van Eldik y cols., 1988; Winningham-Major y cols., 1989;
Haglid y cols., 1997) y crecimiento axonal y aumento de la abundancia de neuronas
serotoninérgicas en ratones transgénicos que sobreexpresan S100B (Reeves y cols.,
1994; Whitaker-Azmitia y cols., 1997). Ademas, trabajos utilizando ratones con
expresion de S100B reducida muestran una disminucién de fibras serotoninérgicas y
anormalidad en la migracién neuronal (Ueda y cols., 1994; 1995; 1997). Sin embargo,
también existe una gran cantidad de evidencias que indican que un aumento en los
niveles de S100B puede ser perjudicial (Mrak y Griffin, 2001). Asi, la sobreexpresién de
S100B en ratones transgénicos resulta en cambios neuropatolégicos y deficiencias en
aprendizaje espacial (Bhattachryya y cols., 1992; Whitaker-Azmitia y cols., 1997;
Winocur y cols., 2001). Coincidiendo con estos resultados, también se ha reportado
gue estos animales tienen mayor susceptibilidad al insulto hipéxico-isquémico
(Wainwrigth y cols., 2004) y se ha demostrado que altas concentraciones de S100B
inducen apoptosis en cultivos celulares de las lineas neuronales PC12, N18 (Fano y
cols., 1993; Mariggio y cols., 1994; Huttunen y cols., 2000) y neuronas corticales
primarias (Villarreal y cols., 2011). Nuestros resultados in vitro muestran que el
tratamiento con S100B induce un leve efecto de proteccion al acortamiento de
neuritas inducido por la HI, sin mayores efectos si se aplica en condiciones de
normoxia. Considerando que la concentracién de S100B utilizada corresponde al nivel
en el cual se especula que se comportaria como DAMP y que, a esa dosis, genera
alteraciones y muerte celular en cultivos primarios neuronales puros expuestos a
excitotoxicidad (Villarreal y cols., 2011), es probable que el efecto protector se deba a

la observada inhibicién de la gliosis reactiva.

Por otro lado nuestros experimentos in vivo, muestran que el bloqueo con

anticuerpos neutralizantes de S100B no cambia significativamente el nimero de
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neuronas con signos de degeneracion inducidos por la HI. Esto abre la posibilidad de
que RAGE sea coactivado por algin otro ligando presente en estas condiciones tal

como HMGB-1, posibilidad que estda estudiando actualmente el laboratorio.

e Expresion y activacion de RAGE

Tradicionalmente, la bibliografia ha descripto los efectos tréficos y téxicos de
S100B dependiendo de su concentracidn, aunque se ha propuesto que los efectos
también dependen de la densidad de moléculas de RAGE expresadas en la superficie
de la célula respondedora (Sorci y cols., 2010). La induccion y activacion de RAGE han
sido implicadas tanto en el dafio como en la proteccién celular en distintos modelos de
injuria al SNC, probablemente porque RAGE promueve la expresion de genes
proinflamatorios y también neurotréficos (Huttunen y cols., 2000; 2002; Shanmugam y
cols., 2003; Bierhaus y cols., 2004; Rong y cols., 2004a; 2004b; Pichiule y cols., 2007;
Bianchi y cols., 2007; Ponath y cols., 2007; Dvoriantchikova y cols., 2011). Para
investigar el rol que juega la activacidon de este receptor en las alteraciones celulares
observadas en nuestro modelo de AS por HI decidimos realizar experimentos de
ganancia y pérdida de funcidn, en una primera instancia sobre cultivos primarios
mixtos y luego en animales. Al estudiar la abundancia de RAGE en los cultivos
primarios mixtos encontramos que existe un nivel basal de expresién, tanto en
neuronas como en astrocitos. Este resultado es concordante con los reportados en
trabajos de nuestro grupo y otros donde la expresidn de RAGE es evidenciada en
neuronas (Kobayashi y cols., 2005; Kim y cols., 2011; Villarreal y cols., 2011) vy
astrocitos (Wang y cols., 2002; Steiner y cols., 2008) de cultivos celulares primarios sin

necesidad de inducir ningun tipo de stress celular.

Pichiule y cols. (2007) mostraron en un trabajo con cultivos primarios de
neuronas hipocampales que existe una regién de unién para HIF-1 en el promotor
proximal del gen de RAGE, a partir de la cual este factor de transcripcion podria regular
la expresion del receptor tal como ellos proponen en ensayos de reportadores de
luciferasa. En nuestras manos la exposicion de los cultivos primarios mixtos a Hl indujo
el aumento en la abundancia de HIF-1a en astrocitos pero fue incapaz de inducir la

sobreexpresion de RAGE, sugiriendo que la expresion del receptor podria estar
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limitada o controlada por otros factores de transcripcion o mecanismos post-

transcripcionales (RBPs, miRNA etc.).

La pérdida de funcién in vitro con anticuerpos neutralizantes de RAGE previno
la stellation de los astrocitos inducida por la exposicion a HI. De la misma manera, la
sobreexpresiéon del dominante negativo RAGE-Acyt previno los cambios hacia la
morfologia filamentosa de las células gliales en los cultivos expuestos a HI, aunque en
condiciones normales indujo la transformacién hacia esta morfologia. En una forma
similar, in vivo, el bloqueo con anticuerpos anti-RAGE previno la gliosis reactiva
inducida por la exposicion a ciclos de HI, aunque este bloqueo es capaz de inducir la

gliosis reactiva en condiciones normales (normoxia).

En neuronas, el bloqueo de RAGE con anticuerpos neutralizantes previno las
alteraciones neuronales inducidas por la Hl tanto in vitro como in vivo. Por el contrario,
pero en una forma similar a lo que ocurre in vitro, el bloqueo de RAGE en condiciones
de normoxia indujo un aumento en la cantidad de neuronas que muestran una

movilizacion de NeuN compatible con neurodegeneracion.

Por otro lado, animales na ve infectados con los vectores derivados del HSV-1
gue inducen la expresién de RAGE-FL mostraron que la sobreexpresién del receptor es
suficiente para provocar alteraciones morfoldgicas neuronales, mientras que la
sobreexpresion del dominante negativo (RAGE-Acyt) no muestra estos cambios en las
neuronas infectadas. Luego de la exposicion a HI los animales infectados con
RAGE-Acyt mostraron una pérdida menor de neuronas cuando se compararon con los
animales infectados con un vector control o con RAGE-FL. Respaldando nuestros
resultados, el efecto perjudicial de la activacion de RAGE se ha reportado en un
modelo de neuropatia diabética (Bierhaus y cols., 2004). Por otro lado, se han
descripto efectos neuroprotectores en modelos de dafio a nervios periféricos (Rong y
cols., 2004a; 2004b). Pichiule y cols., (2007), han reportado que la activacion de RAGE
resulta neuroprotectora en un modelo de isquemia pero aclarando que los efectos de
la activacion de este receptor varian dependiendo de la expresion espaciotemporal del
mismo y de la disponibilidad de sus ligandos. Mas alld de estas discrepancias, esta

claro que en el modelo de AS in vivo e in vitro, el bloqueo de RAGE parece ser
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beneficioso para disminuir las alteraciones neuronales y la gliosis reactiva. Resta

evaluar si estos cambios se reflejan en una mejoria de los pardmetros cognitivos.

e Estudio de la senalizacion intracelular: Akt y NF-xB

Se ha propuesto que la cascada de seializacién intracelular de RAGE involucra
la via PI3K/Akt (Chen y cols., 2009; Gelain y cols., 2011; Li y cols., 2012; Rai y cols.,
2012). Ademas, algunos trabajos sugieren la participacién de Akt en la gliosis reactiva
inducida por una injuria al SNC (Neary y cols., 2005a; 2005b). Por ello, decidimos
estudiar si esta via estaba involucrada en la induccidn de la filamentacion de los
astrocitos en cultivo luego de su exposicién a HI. Para ello se trataron los cultivos
primarios mixtos con LY294002 (LY), un inhibidor comercial de la fosfato-inosidil 3 (PI3)
kinasa utilizado ampliamente para bloquear la fosforilacién y activacién de Akt
dependiente de PI3 (Roche y cols., 1994; Shivakrupa y cols., 2003; Jiang y cols., 2010;
Lukinovic-Skudar y cols., 2011). Este tratamiento previno la filamentacion de los
astrocitos inducida por HI, mientras que en condiciones de normoxia no provocdo
cambios morfoldgicos significativos en los astrocitos presentes en los cultivos mixtos
hipocampales. Estos resultados sugieren que la activacién de Akt estaria involucrada
en la sefializacion de la stellation inducida por la exposiciéon a HI. Sorpresivamente,
nuestros hallazgos se contraponen a los expuestos por Ke y cols. (2009) donde
muestran que la inactivacién de Akt se relaciona con un aumento de gliosis reactiva
(evidenciada como aumento en la expresién de GFAP) en un modelo de isquemia in

vitro sobre una linea celular astrocitaria.

NF-kB controla la expresién de diversos genes que regulan una gran cantidad
de procesos en el sistema nervioso como plasticidad y funcién sinaptica, neurogénesis,
diferenciaciéon, mielinizacion de nervios periféricos, crecimiento neuritico y sobrevida y
muerte neuronal (Mémet, 2006; Gutierrez y cols., 2008; Sarnico y cols., 2009a; 2009b).
A pesar de que NF-kB es esencial para la sobrevida neuronal y de que su activacion
protege las neuronas del stress oxidativo o de la neurodegeneracién inducida por la
isquemia, esta activacion puede contribuir a la inflamacién y apoptosis luego de injuria

cerebral (Sarnico y cols., 2009b). Algunos estudios muestran que dentro de la misma
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célula neuronal, la activacion de los distintos dimeros de NF-xB puede conducir a
efectos opuestos sobre la sobrevida neuronal. Se ha propuesto también que los
efectos contrastantes de NF-kB dependen de los diferentes estimulos y del tipo celular
que los recibe (Sarnico y cols., 2009a). Asi, se ha propuesto que NF-kB resultaria
neurotdxico cuando es inducido en las células gliales (Mattson y Meffert, 2006). Por
otra parte, Bae y cols. (2006), han demostrado la existencia de un sitio de union para
NF-kB en el promotor de GFAP. Nuestros experimentos in vitro, muestran que el
blogueo de NF-kB por pretratamiento con el compuesto comercial BAY117082 previno
la stellation de los astrocitos expuestos a HI. Estos resultados concuerdan con los
descriptos por Bae y cols. (2006) en un modelo de hipoxia continua, quienes
reportaron ademds que el bloqueo de la activacion de NF-kB con el anti-inflamatorio
aspirina o la transfecciéon con un plasmido super-represor (kB no fosforilable) reduce
la sobreexpresion de GFAP inducida por hipoxia en cultivos de astrocitos primarios y en
la linea celular de glioblastoma A172. Sin embargo, otros autores proponen que la
inhibicién de NF-xB induce un aumento de la expresién de GFAP en un modelo de
isquemia cerebral (Zhang y cols., 2005), lo que muestra la diferente respuesta de

acuerdo al tipo de injuria o bien el estado basal celular previo a la lesidn.

En concordancia con trabajos que apoyan la teoria de que el bloqueo de NF-«xB
en astrocitos resulta neuroprotector en glaucoma y encefalomielitis autoinmune
(Brambilla y cols., 2009; Dvoriantchikova y cols., 2009), el bloqueo de este factor de
transcripcion con el inhibidor Sfz in vivo previno las alteraciones neuronales por
nuestro modelo de AS por HI. Tal como ocurre con el bloqueo de otros miembros de

esta ruta, en condiciones de normoxia la Sfz muestra un efecto perjudicial.

Tomados en conjunto, estos resultados sugieren que la actividad basal de
NF-kB es esencial para la sobrevida neuronal y la funcionalidad astrocitaria, pero que
su sobreactivacidn seria perjudicial y por ello el bloqueo resultaria benéfico luego de la
exposicién a HI. Es importante discutir los efectos del bloqueo de NF-xB in vivo, ya que
la Sfz es un inhibidor que no discrimina entre distintos tipos celulares (Wahl y cols.,
1998) y su efecto protector podria estar dado por el bloqueo del factor principalmente
en las células astrogliales, inhibiendo sus acciones neurotdxicas y resultando en un

medio extracelular mas permisivo para la sobrevida neuronal o bien producir el
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blogueo simultaneo en neuronas y células de la glia. Por otra parte, la Sfz es un
antagonista poco potente de los receptores glutamatérgicos tipo NMDA y se ha
propuesto que sus efectos neuroprotectores en un modelo de isquemia cerebral
podrian deberse a la prevencién de la excitotoxicidad mediada por glutamato (Ryu y
cols., 2003). Asi mismo, se ha reportado que la Sfz inhibe la accién de la enzima ciclo-
oxigenasa 2 (COX-2), ampliamente involucrada en los procesos inflamatorios (Ryu y
cols., 2003; Balza y cols.,, 2013; Chdavez y cols., 2012). Por lo tanto el efecto
neuroprotector observado in vivo en animales expuestos al modelo de AS por HI
podria deberse a la combinacion de estos procesos y no solamente a la inhibicidn de la

activacion de NF-kB.

Conclusiones finales

Nuestros resultados indican que la via de sefializacién S100B/RAGE/NF-kB esta
involucrada en la gliosis reactiva y en la aparicién de neuronas con signos de
neurodegeneracion inducidas por el modelo experimental de AS por HI (Figura 40). Es
importante destacar que las pérdidas de funcidn de RAGE y NF-kB resultaron eficaces
para disminuir las alteraciones neuronales y la gliosis reactiva inducidas por la HI,
mientras que el bloqueo de S100B es capaz de reducir solamente la reactividad glial en
HI. No debe perderse de vista que RAGE es un PRR que, ademads de S100B, puede ligar
distintos DAMP que podrian tener mayor efecto sobre las neuronas explicando asi las
diferencias observadas entre los bloqueos del receptor y su ligando. Por otro lado, en
condiciones normoxicas podemos afirmar que el bloqueo de la via SI00B/RAGE/NF-kB
resulta perjudicial ya que induce gliosis reactiva y alteraciones neuronales. Recién en
los ultimos afios se comenzd a aceptar la idea de que los PRR y sus ligandos DAMP
podrian tener un rol fisiolégico en condiciones normales, mas alld de su ya descripto
rol patolégico (Okun y cols., 2011). Nuestros resultados muestran que el blogueo de
esta ruta induce gliosis reactiva per se, signo de que podrian existir alteraciones en la
fisiologia neuronal normal debido a la inhibicion de esta via. Discutiendo sobre esta

idea, algunos autores han propuesto funciones benéficas de la activacion de PRR,
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involucrandolos en la neuroproteccion y en la plasticidad sinaptica (Hanisch y cols.,

2008; Okuny cols., 2011).

La participacion de RAGE en modelos experimentales de AS ha sido descripta
por nosotros pero se reconoce la participacion de este PRR en una multitud de estados
patoldgicos del SNC que van desde isquemia, hipoxia y epilepsia hasta enfermedades
neurodegenerativas como la Enfermedad de Parkinson o Alzheimer. Es probable que la
ruta S100B-DAMP/RAGE/NF-kB esté involucrada en el desarrollo genérico de gliosis
reactiva y alteraciones neuronales por lo que consideramos que este trabajo de tesis
podria brindar respuestas mucho mads alla del drea de hipoxia cerebral. Este trabajo
expone nuevos blancos moleculares que emergen como muy tentadores para el
desarrollo de estrategias de neuroproteccién y de control de la gliosis reactiva que
sean de utilidad para mejorar la sobrevida neuronal y disminuir la neuroinflamacién

luego de la injuria al SNC.
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Condiciones normales Hipoxia Intermitente
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Figura 40: Esquema representativo de la ruta de sefializacién S100B/RAGE/NF-«B inducida por la Hl y
sus efectos sobre la morfologia neuronal y la gliosis reactiva. En condiciones normales existe un nivel
basal de la expresion de RAGE, expresion y secrecion de S100B y de la activacion de NF-kB. La Hl induce
un aumento en la expresion de RAGE y S100B como también de la secrecidn de este factor neurotréfico
y activacion de NF-kB. Ademas, la HI, induce cambios en la morfologia celular de astrocitos y neuronas.
Los esquemas celulares fueron tomados de http://www.ninds.nih.gov.
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