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Resumen

Efectos de la radiacién X neonatal sobre el hipocampo de

rata. Estrategias de neuroproteccién.

La radioterapia es un tratamiento utilizado en humanos como herramienta
para eliminar células tumorales mediante el uso de radiaciones ionizantes; sin
embargo, éstas también puede daiiar tejidos sanos debido a la induccién de estrés
oxidativo.

Dada la alta radiosensibilidad del Sistema Nervioso Central en desarrollo, el
objetivo del presente trabajo fue profundizar en el estudio de sus efectos sobre el
hipocampo de animales jévenes expuestos en el periodo neonatal.

Mas aun, el esclarecimiento del mecanismo de accién de la radiacién
ionizante podria permitir proponer intervenciones terapéuticas que prevengan sus
efectos, siendo el 17B-estradiol una herramienta ideal por poseer multiples
mecanismos de accidn neuroprotectora.

Los resultados encontrados sugieren que los cambios observados en la
memoria asociativa a P30 se deberian a modificaciones en el hipocampo a nivel
molecular e histolégico, siendo el sistema GABAérgico uno de los componentes
afectados. Asimismo, la expresion de estas alteraciones en el animal joven ocurriria
debido a cambios en la PKCB1 a P15.

Por otro lado, el tratamiento con estradiol fue capaz de prevenir la mayoria
de los cambios inducidos por la radiacidén, permitiendo postular que ejerceria su
accién neuroprotectora tanto a través de un mecanismo antioxidante como de uno
mediado por receptor. Por consiguiente, la vulnerabilidad del hipocampo frente a
las radiaciones ionizantes podria prevenirse mediante el uso de farmacos que

actien mediante mecanismos semejantes al estradiol.

Palabras claves: radiaciones ionizantes, especies reactivas de oxigeno, hipocampo,

sistema GABAérgico, PKC, neuroproteccidn, estradiol.
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Resumen

Effects of the neonatal X radiation on the rat

hippocampus. Strategies for neuroprotection.

Radiation therapy is a widely used tool to kill tumor cells in humans through
the use of ionizing radiations. Unfortunately, they can also damage healthy tissue
by the induction of oxidative stress.

Due to the high radiosensitivity of developing Central Nervous System, the
aim of the present work was to search more comprehensively about its effects on
the hippocampus of young animals exposed to radiation in the neonatal period.

Indeed, the elucidation of the action mechanism of radiation would allow
proposing therapeutic interventions to prevent its effects, being 17 -estradiol an
ideal tool due to its multiple mechanisms of neuroprotection.

Results obtained in the present work suggest that the changes observed in
the associative memory at P30 could be related to hippocampal changes at the
molecular and histological level, being the GABAergic system one of the
components affected by the radiation. Furthermore, the expression of these
alterations in the youth would occur due to changes in the PKCB1 at P15.

On the other hand, the treatment with estradiol was able to prevent most
of the radiation-induced changes, allowing us to postulate that both an antioxidant
and a receptor-mediated mechanism might underlie its neuroprotective action.

Accordingly, the vulnerability of the hippocampus to ionizing radiation could
be prevented by the use of drugs that exert similar neuroprotection mechanisms

than 17p-estradiol.

Key words: ionizing radiation, reactive oxygen species, hippocampus, GABAérgic

system, PKC, neuroprotection, estradiol.
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“La imaginacién es més importante que el conocimiento. El conocimiento
esta limitado a todo lo que ahora conocemos y entendemos, mientras que la
imaginacién abarca el mundo entero y todo lo que se vaya

a conocer y a entender”

Albert Einstein
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Introducci n

1.1. Generalidades

En los ultimos afios, el estudio del Sistema Nervioso Central (SNC) en desarrollo
ha adquirido relevancia, permitiendo dilucidar los mecanismos mediante los cuales se
desencadenan diferentes enfermedades neuroldgicas y neurodegenerativas. Mas aun,
esta informacién también es importante para el perfeccionamiento de los
tratamientos médicos de las mismas. Por ejemplo, la esquizofrenia, una enfermedad
gue se creia era desencadenada en la pubertad o en la adultez, hoy se sabe que se
origina durante el desarrollo, debido a que las vias y conexiones no se formaron

correctamente a edades tempranas (Cameron et al., 2012).

En los mamiferos, las etapas tempranas de la vida constituyen un periodo
critico para la adecuada maduracion de las capacidades cognitivas y emocionales de
los individuos. La etapa neonatal constituye un periodo sensible de respuesta a
factores ambientales externos. En consecuencia, las injurias inducidas durante la
maduracion del cerebro pueden conducir a alteraciones neurofisioldgicas y
conductuales frecuentemente relacionadas con la etiologia de trastornos neurolégicos
y/o psiquiatricos. Por tal motivo, en las Ultimas décadas se ha propuesto la "hipdtesis
del neurodesarrollo" para tratar de explicar diferentes trastornos neuropsiquiatricos.
Segun esta hipétesis, las injurias generadas durante la maduracién del cerebro pueden
conducir a la activacion de circuitos neuronales patoldgicos en periodos mas tardios de
la vida, lo cual podria ser seguido por la aparicidon de sintomas psicopatoldgicos en la
adolescencia o en la edad adulta joven. Los modelos animales han contribuido en gran
medida a la comprensién de los trastornos neurolégicos y neuropsiquiatricos y han
proporcionado una prueba mas de la "hipétesis del neurodesarrollo” (Llorente et al.,

2012).

Es importante resaltar que los mecanismos mediante los cuales el SNC en
desarrollo puede resultar afectado parecen ser comunes en las diferentes
enfermedades neurodegenerativas, de ahi la gran utilidad del uso de modelos
animales de injuria al SNC (Cameron et al., 2012). Ademas, estos mecanismos pueden
ser comunes también a enfermedades neurolégicas y neurodegenerativas que no

necesariamente tienen un origen en el desarrollo. La esquizofrenia, la hipoxia

[12]



Introducci n

perinatal, el envejecimiento, la enfermedad de Parkinson y la enfermedad de
Alzheimer tienen en comun el aumento de las especies reactivas de oxigeno y de
nitrégeno en distintas estructuras, con un consecuente dafio oxidante (Martinez-
Sdnamo, et al., 2011). Las radiaciones ionizantes constituyen un ejemplo de un agente
fisico ambiental, capaz de afectar al SNC en desarrollo y de producir un aumento de

estrés oxidativo.

1.2. Radiaciones ionizantes

La radiacion es una forma de energia que se transmite por el aire. Existen
distintos tipo de radiacién con los cuales podemos encontrarnos en la vida diaria.
Algunos tipos de radiacion tienen la habilidad de penetrar la materia y causar un
proceso llamado “ionizaciéon”, en el cual se originan particulas con carga eléctrica
(Altman y Anderson, 1971; Benés y Gadea Carrera, 2002; Fushiki, 2013, Fig. 1.1). Las
radiaciones que causan este efecto son las que mayormente se denominan

“radiaciones ionizantes”.

La fuente de radiacion puede provenir tanto de generadores fabricados por el
hombre como de materiales radioactivos. El origen es siempre atéomico, pudiéndose
producir tanto en el nucleo del atomo como en los orbitales y pudiendo ser de
naturaleza corpuscular (particulas subatdmicas) o electromagnética (rayos X, rayos

gamma) (Benés y Gadea Carrera, 2002).

Los términos Gray (Gy) y Sievert (Sv) son los empleados para indicar una
medida de la dosis de radiacién recibida. Gy es la unidad fisica (dosis absorbida),
mientras que Sv es la unidad para expresar los efectos de la radiacidén sobre el cuerpo
(dosis efectiva), ya que los efectos bioldgicos por unidad de dosis absorbida difieren
con el tipo de radiacién y la parte del cuerpo expuesta. La unidad empleada para

ambos es Joules por kilogramo de tejido (Benés y Gadea Carrera, 2002; Fushiki, 2013).

Existen basicamente dos maneras por las cuales las personas pueden resultar

expuestas a la radiacion: externamente, por estar cerca de una fuente de radiacién, o

[13]



Introducci n

internamente, a través de un material radioactivo que ingresa al cuerpo (Altman y

Anderson, 1971; Fushiki, 2013).

Rayos X
Rayos gamma e
Particulas subatémicas [RLeLFL I

Energia

Fig. 1.1. lonizacion de la materia debido a la radiacion

Todos los organismos vivientes estan continuamente expuestos a las
radiaciones ionizantes como los rayos gamma césmicos y terrestres, la ingestion de
potasio-40 (*°K) y la exposicidon a raddn (Little, 2003, Fig. 1.2). Las radiaciones cdsmicas
provenientes del sol y del espacio exterior estdn continuamente penetrando la
atmadsfera terrestre; la Tierra en si misma estd compuesta por minerales que contienen
compuestos de origen radioactivo de forma natural, como el uranio y el torio. El radén,
gas radioactivo inerte creado a partir del uranio y el torio en los suelos, se filtra y se
concentra en el aire del interior de los edificios, en especial en los sétanos, lugares en
los cuales es importante tener un medidor de raddn. Pequeiias cantidades de otros
materiales radiactivos naturales (como %°K) estdn presentes en los alimentos y el agua,
los cuales contribuyen a una exposicion interna. En consecuencia, todos los
organismos vivientes estamos expuestos a una radiacidn de base, siendo la dosis

promedio en el mundo de 2.4 mSv por afio.

Ademas de la dosis de radiacion recibida de fuentes naturales, ciertas

actividades humanas aumentan la exposicion: el vuelo a grandes altitudes, los usos

[14]



Introducci n

médicos y dentales de la radiacidn, la generacién de energia nuclear y el empleo de la
radiacion en la ciencia y la industria, asi como el uso de materiales radiactivos vy las
aplicaciones pacificas y militares de la energia atdmica. Debido a ello, el estudio de los
efectos bioldgicos de las radiaciones ionizantes ha recibido un impulso permanente

(Altman y Anderson, 1971; UNSCEAR 1993; Fushiki, 2013).

B Radon (Fuente Interna MNatural)

B Radiacién Gamma Terrestre
(Radiacion Externa Matural)

¥ Rayos Casmicos

B Exposicion Médica

M Comiday Agua

B Todas las Fuentes Artificiales

Fig. 1.2: Exposicion a las radiaciones ionizantes en humanos.

Existen dos categorias de efectos de las radiaciones ionizantes sobre la salud:
los llamados efectos estocasticos y los efectos deterministicos (no-estocasticos). A
dosis mas bajas, los riesgos de la radiacion de generar dafio son principalmente
estocasticos (es decir, aleatorios, no dependientes de la dosis), los cuales incluyen
cancer (efectos somaticos) y efectos hereditarios. Los efectos deterministicos son
caracterizados por una relacién dosis-respuesta no lineal, con un umbral de dosis por
encima del cual los efectos son observables. Los efectos deterministicos se considera
gue conducen a la muerte celular de un gran nimero de células en el tejido afectado
pocos dias o semanas luego de la exposicion. Sin embargo, ciertos efectos
deterministicos, como las cataratas o el hipotiroidismo, son manifestados solo luego

de varios afios. Los efectos estocasticos son los efectos que mads impactan sobre la

[15]



Introducci n

salud y que se espera que ocurran en las poblaciones expuestas a la radiacion. En lo
que se refiere a los efectos somaticos y genéticos, se considera que la probabilidad de
ocurrencia, pero no de la severidad, depende de la dosis de radiacién (UNSCEAR, 1993;

Little, 2003; Fushiki, 2013).

En principio, cualquier parte de la célula puede ser alterada por accién de la
radiacion ionizante. Sin embargo, el ADN es el blanco biolégico mas critico debido a la
informacién genética que contiene, pudiendo generar dafos irreversibles que
conduzcan a la muerte celular (Altman, 1971; Benés y Gadea Carrera, 2002). De hecho,
existen riesgos relacionados con la radiacién durante el embarazo, los cuales estan

relacionados con el tiempo de embarazo y la dosis absorbida.

Los riesgos son mas significativos durante la organogénesis y el periodo fetal
temprano. Estudios en animales han confirmado una sensibilidad del embrién a los
efectos letales de la radiacion en el periodo de pre-implantacién del embrién. Con
respecto a la induccién de malformaciones, hay patrones dependientes de la edad de
gestacion y la radiosensibilidad del utero, observdndose una maxima sensibilidad
durante el periodo de mayor organogénesis, con una dosis umbral para la induccién de

malformaciones de alrededor de 100 mGy (Fushiki, 2013).

En el ser humano, durante las semanas 8-25 post-concepcién el SNC es
particularmente sensible a la radiacidn; dosis que excedan los 100 mGy en el feto
pueden resultar en la reduccidon del coeficiente intelectual (IQ). Dosis fetales en el
rango de 1000 mGy (1 Gy) pueden resultar en un retardo mental severo y microcefalia,
particularmente durante el periodo entre las semanas 8 a 15 y en menor medida
durante las semanas 16 a 25 post-concepcion. Schull y colaboradores (1991)
reportaron que los sobrevivientes de las bombas atdmicas de Hiroshima y Nagasaki
gue fueron expuestos a la radiacion in udtero durante las semanas 8 a 15 post-
concepcidn exhibieron retardo mental, disminucidn del tamafio cefalico, convulsiones,
bajo rendimiento escolar y displasia cortical (heterotopia) (Schull et al., 1988, 1991;

UNSCEAR, 1993; Fushiki, 2013).

1]



Introducci n

1.2.1. Radioterapia y estrés oxidativo

Si bien la radioterapia es ampliamente utilizada en humanos como herramienta
para eliminar células tumorales, ésta puede producir dafio sobre tejidos sanos que se
encuentran cerca de la zona tumoral (Sezen et al., 2008). Por lo tanto, el estudio de los
efectos de la radiacién sobre tejido normal en modelos experimentales provee de

datos utiles a la hora de una administracion racional de la dosis.

Distintos grupos de investigacidn, incluyendo el nuestro, han demostrado que
la exposicién a radiaciones ionizantes gatilla la produccién de estrés oxidativo en los
tejidos (Riley, 1994; Guelman et al., 2003, 2004, 2005; Limoli et al., 2004; Di Toro et al.,
2007). El estrés oxidativo se origina por un desequilibrio entre la produccion de
especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno (ROS y RNS) y la capacidad antioxidante
de la célula (Martinez- Sdnamo et al., 2011, Fig. 1.3). El cerebro posee un elevado
metabolismo oxidativo y un alto contenido de moléculas susceptibles de ser dafiadas
por especies reactivas, ademas de una baja capacidad antioxidante comparada con
otros tejidos. Por lo tanto, las ROS y RNS producidas en cantidades abundantes en el

cerebro lo hacen mas susceptible al dafio oxidativo.

El estrés oxidativo ha mostrado ser uno de los factores que predisponen para la
neurodegeneracién (Brown y Ransom, 2007; Martinez- Sdnamo et al., 2011). Dado que
ha sido implicado en varios trastornos neurodegenerativos (Cassarino y Bennett, 1999)
asi como también en modelos de neurotoxicidad (Goodlett y Horn, 2001), el uso de
este modelo de radiaciones ionizantes podria permitir también dilucidar los

mecanismos fisiopatoldgicos de diferentes enfermedades del SNC.

Por otro lado, la progresidon de la mayoria de los desérdenes en el SNC es
determinada por la habilidad de la neuroglia de mantener la homeostasis bajo
condiciones de estrés (Giaume et al., 2007). Los astrocitos constituyen un sistema de
defensa debido a las moléculas homeostaticas expresadas en la astroglia. Usando estas
moléculas, los astrocitos soportan el dafio y sostienen la supervivencia de la neurona a

través del mantenimiento de la homeostasis del SNC, tal como ocurre luego de

[17]



Introducci n

procesos de isquemia, condicidn en la cual también se observa un aumento del estrés

oxidativo luego de producida la injuria (Brown y Ransom, 2007).

Radicales Libres

SNC en Antioxidantes
desarrollo

Estrés oxidativo

Trastornos neurodegenerativos

Fig. 1.3. El desbalance entre radicales libres y defensas
antioxidantes, puede gatillar la produccién de estrés oxidativo
originando trastornos neurodegenerativos.

Los efectos mas sobresalientes concernientes a la radiacidn ionizante perinatal
estan asociados al cerebro en desarrollo (BeirV, 1990; Fushiki, 2013). En consecuencia,
en nuestro modelo de irradiacidon neonatal se espera que los dafios producidos por las
radiaciones ionizantes sean mayores que los que diferentes autores reportaron luego
de la irradiacion de animales adultos (Raber et al., 2004; Erkal et al., 2006; Sezen et al.,
2008), asi como fue observado con nuestro modelo de irradiacion en el cerebelo en

desarrollo (Caceres et. al., 2009).

La dosis de radiacion administrada en nuestro modelo es superior a la dosis
usada terapéuticamente en humanos al momento de desarrollo equivalente a la edad
de la rata recién nacida (las 24-48 hs de vida en una rata equivalen a la semana 24 a 40

del desarrollo fetal en humanos, tercer trimestre del embarazo o bebé prematuro).

1]



Introducci n

Mas aun, se elige la quimioterapia (y no la radioterapia) en nifios menores a 3 afios de
edad por el gran impacto que una dosis elevada pueda producir en un nifio (Baranov et
al., 1995). Varios autores observaron una relacion dosis dependiente con el aumento
en la severidad del retardo mental de los individuos expuestos in ttero a la radiaciéon
generada luego de las explosiones atdmicas de Hiroshima y Nagasaki, indicandose un
umbral en la regién de 0.1-0.3 Gy (Little, 2003). Por lo tanto, no se deberia descartar la
posibilidad de una irradiacién accidental de una mujer embarazada o de un bebé
prematuro, lo cual podria conducir a una disminucion en las funciones cognitivas
(Kiskova y Smajda, 2008). Se han reportado lesiones en el SNC de nifios expuestos a la
radiacion en los eventos de las explosiones atémicas de Hiroshima y Nagasaki como asi
también en el transcurso de los accidentes de Chernobyl y Fukushima (UNSCEAR 1993;
Kimler, 1998; Palgi et al., 2012; Fushiki, 2013). En consecuencia, la irradiacion del SNC,
en particular el hipocampo (HP) de ratas neonatas resulta clinicamente relevante

(Monje y Palmer, 2003; Fukuda et al., 2004; Naylor et al., 2008).

Las radiaciones ionizantes son capaces de inducir la produccién de ROS, las
cuales tienen la capacidad tanto de generar toxicidad como de funcionar como
moléculas de sefializacién, capaces de modificar los procesos de memoria. En
consecuencia, éstas podrian ser consideradas beneficiosas o neurotéxicas. En efecto,
Rola et al. (2004) encontraron un empeoramiento en la performance en el test de
evitacion inhibitoria (EI) de ratones jovenes irradiados con 10 Gy de radiaciones
ionizantes, sugiriendo un rol neurotdxico de las ROS. Por el contrario, el cambio
(mejora en la performance) en la memoria asociativa observada a corto plazo en
nuestro modelo en animales irradiados con 5 Gy (Caceres et al., 2010) podria estar
relacionada con un efecto “beneficioso” de las ROS, apoyando los resultados de Thiels

et al. (2000).

1.3. Hipocampo: aprendizaje y memoria

El SNC posee la habilidad de modificar las conexiones neuronales, lo que le
permite afrontar nuevos desafios del entorno. Poco a poco se comienzan a descubrir

las bases moleculares de este proceso, llamado plasticidad, revelando los mecanismos
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que subyacen a los procesos de memoria y aprendizaje y cdmo pueden ser revertidas
sus disfunciones. Una de las estructuras involucradas en estos procesos y que resulta

afectada por las radiaciones ionizantes es el HP (Cameron et al., 2012).

1.3.1. Organizacién anatémica

El HP es una estructura cortical que ocupa una porcidn sustancial en el cerebro
de la rata y que se encuentra a cada uno de los lados del cerebro. La mayor conexion
del HP es la corteza entorrinal, que se localiza en la parte posterior de la estructura y la
conecta con otras areas corticales. La segunda mayor conexién del HP es el fornix, el

cual lo conecta con profundas estructuras del cerebro.

A las principales subdivisiones del HP se las denomina dreas CA1, CA2 y CA3.
Existe también un arreglo regular de neuronas en una estructura asociada, el giro
dentado (GD), el cual posee un tipo de células llamadas células granulares (Carew,

2000, Fig. 1.4).

Las principales neuronas en la regién de CAl son llamadas neuronas
piramidales, las cuales comprometen alrededor del 90/ de todas las neuronas de las
regiones CA del HP. Las neuronas de salida (output) son las neuronas piramidales de
CA1, cuya informacién es enviada a través de sus axones glutamatérgicos. Estos
axones proyectan hacia la corteza entorrinal asi como hacia otras estructuras. El HP
también recibe una serie de proyecciones modulatorias desde diferentes areas

(Swcatt, 2010).
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Hipocampo

CAl
Via colateral C_°V""|~l_9‘
de Schaffer 5 piramidales CA1

Células
granulares

CA3 ‘ \
Células | \
piramidales | Giro dentado Via perforante (de la
Fibras corteza entorhinal)

musgosas

Fig.1.4. Diagrama de un hipocampo de rata que muestra las principales
conexiones, vias excitatorias y conexiones sinapticas. Modificado de
Purves, 2004.

En los roedores, las areas en las que se subdivide el HP propiamente dicho
definen capas o estratos bien marcados. La capa mas superficial es el Alveus, que
contiene los axones de las neuronas piramidales. Por debajo, se encuentra el Stratum
oriens, formado por los cuerpos celulares de las células en cesto inhibitorias y de
células trilaminares horizontales (sus axones inervan tres Strata: oriens, piramidal, y
radiatum) y las dendritas basales de las neuronas piramidales. Los cuerpos celulares de
las neuronas piramidales, principales neuronas excitatorias del HP, se encuentran en el
Stratum piramidal. El area CA3 del Stratum contiene las sinapsis de las fibras musgosas
con los cuerpos celulares de las interneuronas, las células biestratificadas y las células
radiales trilaminares. El Stratum radiatum, al igual que el Stratum oriens, contiene las
fibras del septo, de las comisuras y las fibras colaterales de Schaffer. También se
pueden encontrar algunas interneuronas, entre las que se incluyen células en cesto,

biestratificadas y trilaminares radiales. El complejo Stratum lacunosum-moleculare
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contiene fibras colaterales de Schaffer y fibras de la via perforante proveniente de la
corteza entorrinal, formando sinapsis con las dendritas apicales y distales de las células

piramidales (Paxinos y Franklin, 2004).

1.3.2. Desarrollo

La formacidn de las células piramidales ocurre en la segunda mitad del periodo
de gestacién de la rata, comenzando aproximadamente en el dia 15 prenatal y
culminando al dia 19 prenatal (dos dias antes del nacimiento). La formacion de las
células granulares comienza a los 18 dias prenatal y llega a aproximadamente un 85/
en el periodo postnatal (alrededor de un mes de vida), continuando su proliferacién
durante toda la vida. La diferenciacidn y sinaptogénesis de las células piramidales en la
zona proximal de la CA3 se logra al mes de vida postnatal, comenzando en el dia
postnatal 9 (P9) y logrando una maduracion alrededor del P21. Las espinas
pedunculadas de las células piramidales de la zona distal del CA3 comienzan a

formarse hacia el P9, logrando la maduracién al P21 (Avishai-Eliner et al., 2002).

Las primeras neuronas granulares en el GD se producen durante la
embriogénesis tardia y el primer periodo de neurogénesis de células granulares en la
segunda semana postnatal. Al P1 de la rata, las neuronas granulares mas antiguas son
visibles en la hoja suprapiramidal y exhiben dendritas rudimentarias que se extienden
por la capa molecular. Las primeras neuronas de adulto estdn presentes en el P7 y
algunas ya son funcionales a esta altura. Estos datos sugieren que el GD podria ser
incorporado al circuito hipocampal recién al final de la primera semana de vida. El
arbol dendritico de las células granulares, sin embargo, continua aumentando en
tamafio hasta el P14. Luego de este tiempo, el arbol dendritico de las neuronas

granulares mas antiguas es esculpido y refinado (Rahimi y Claiborne, 2007).
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1.3.3. Procesamiento de la informacion

Uno de los principales roles del HP y las areas corticales asociadas es el
procesamiento de una amplia variedad de informacién sensorial. Esta informacion es

luego descargada en la corteza para un almacenamiento de largo término.

Los tipos de informacién codificados por esta estructura podrian dividirse, a

grandes rasgos, en tres categorias (Swcatt, 2010):

e Espacial: el animal aprende que un espacio es aversivo, como en el
condicionamiento al miedo contextual (contextual fear conditioning). Un tipo
celular que es altamente representado a lo largo de las neuronas hipocampales
son las neuronas de lugar (place cells) las cuales tienen un patrén de disparo
especifico cuando un animal percibe que esta en un lugar en particular. Estas
células estan involucradas en la representacion del espacio en el SNC.

e Temporal: el animal asocia dos estimulos separados en el tiempo, como en el
condicionamiento asociativo. El HP participa en la codificacion de la memoria
episddica, que es la memoria relacionada con una secuencia de eventos y
episodios particulares. Ademas, participa en la codificacién del tiempo de los
intervalos entre eventos, lo que permite representar el tiempo de asociacién
entre dos estimulos.

e Asociaciones complejas: el animal puede predecir si un compartimiento tendrd o
no recompensa basado en una experiencia previa. El HP es el integrador de
diversos estimulos de entrada y el que codifica la relacién existente entre estos

estimulos.

El ejemplo mas estudiado que tiene en cuenta el rol del HP en el procesamiento
de informacion dependiente del tiempo es el condicionamiento asociativo, como lo es
la tarea de El. El test de El involucra la represidn especifica de la tendencia natural de
la rata a explorar lugares oscuros (Caceres et al., 2010). Esta prueba gatilla en el HP del
animal eventos bioquimicos necesarios para la retencion del aprendizaje. Estos
eventos son similares, en cierta forma, a los que se describen para diferentes tipos de

potenciacidon a largo término (LTP) y otras formas de plasticidad neuronal (Bliss y
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Collingridge, 1993; Izquierdo y Medina, 1995). Dentro de los mecanismos responsables
de la retencion de este tipo de aprendizaje se podria incluir la activacién de receptores
de glutamato y la participacién de al menos cuatro diferentes cascadas de sefializacion
lideradas por distintas proteinas kinasas, como la proteina kinasa C (PKC) (Bernabeu et

al., 1995).

1.4. Proteina Kinasa C (PKC)

Las distintas isoformas de la PKC estan involucradas en la maduracion del
crecimiento de neuritas, la plasticidad neuronal, el metabolismo, la proliferacién
neuronal, la regulacion de la expresion génica, la neurodegeneracién y el
comportamiento, incluyendo los procesos de memoria y aprendizaje. Algunos autores
postulan que cascadas anormales de sefializacion mediadas por la PKC podrian ser la
base de la patogénesis en algunos trastornos (Sun y Alkon, 2010). Por otro lado, la PKC
podria ser capaz de modular la viabilidad celular, dando como resultado la proteccién
de distintas células neuronales (Staaket al., 1995). En un modelo de isquemia, la
activacion de PKC ha mostrado producir cambios bioquimicos pre y post sindpticos en
los niveles de neurotrofinas y otras proteinas, incluyendo sinaptofisina y BDNF,
previniendo la pérdida sinaptica e induciendo sinaptogénesis y efectos
antiapoptodticos. También ha mostrado aumentar la sobrevida celular y la actividad del

BDNF en la region CA1 del HP (Sun et al., 2009).

Segun la homologia y sensibilidad a los activadores, las 12 isoformas de
mamifero de la PKC se dividen en 3 subfamilias: cldsicas, nuevas y atipicas. Entre las

clasicas, se encuentran las isoformas a, 1, B2, yy (Suny Alkon, 2010).

Las isoformas cldsicas son reguladas por calcio, en conjunto con diacilglicerol y
fosfolipidos de membrana. Tanto la subfamilia nueva como la atipica son homdlogas

estructurales pero pueden ser independientes de la regulacidn por calcio.

La contribucién especifica de cada una de las isoformas en los procesos de
memoria y aprendizaje no esta bien establecida ain (Weeber et al., 2000, Volk et al.,

2013). Abeliovich et al. (1993) demostraron que un knock-out para la isoforma
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especifica de PKCy resulté en modestos cambios en la memoria, sugiriendo que

podrian ser varias las isoformas que estarian participando en estos procesos.

La regulacién de la actividad de la PKC ha sido implicada en la plasticidad
sindptica y juega un rol esencial en varios tipos de memoria y aprendizaje en diferentes
especies. Mds aun, su actividad ha sido relacionada con la performance en diferentes
tests conductuales (Sun y Akon, 2010), entre los cuales se encuentra el test de El en
ratas (Jerusalinsky et al., 1994). Por ejemplo, inyecciones intracerebroventriculares de
inhibidores de la PKC mostraron causar un déficit en el ensayo de El y en el laberinto

de agua (watermaze) (Takashima et al., 1991).

Ha sido reportado que las ROS son capaces de inducir la activacion de PKC
(Knapp y Klann, 2002; Jung et al., 2004) y que existe una interaccion de
retroalimentacion positiva entre la PKC y las ROS, en la cual la activacién de PKC induce
la produccién de ROS y las ROS también pueden activar la via de la PKC (Inoguchi et al.,
2000; Dai et al., 2006; Adiga y Nair, 2008). En consecuencia, el hallazgo de un aumento
de ROS paralelo a un aumento de PKC en el HP de ratas irradiadas al nacimiento
sugiere que el incremento en la actividad de PKC inducido por la radiacién ionizante
podria ser el responsable del subsiguiente incremento en los niveles de ROS (Caceres
et al.,, 2010). Mas aun, se ha postulado que la isoforma PKCPB1 podria ser regulada
positivamente por ROS (Alzamora y Harvey, 2008; Almeida et al., 2010). En
consecuencia, la expresion de la PKCPB1 podria estar aumentada en el HP irradiado y la
exposicidn a la radiacién en etapas tempranas del desarrollo podria también interferir

con la translocacién/activacion de dicha isoforma durante el proceso de aprendizaje.

La translocaciéon y activacion de la PKC que deviene de un proceso de
aprendizaje fue descripta durante la adquisicidon del condicionamiento de la membrana
nictitante en conejos. La activacion de la PKC hipocampal es un paso critico en los
eventos neuronales tempranos que median la adquisicion y la consolidacién de un
aprendizaje de El (Paratcha et al., 2000). Por otro lado, la PKC regula la sintesis, llenado
de vesiculas y liberacién de un gran nimero de neurotransmisores, incluyendo el acido
gamma aminobutirico (GABA) y el glutamato, ambos neurotransmisores modulatorios

de distintos tipos de memoria.
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Las isoformas de la PKC son capaces de fosforilar diferentes subunidades del
receptor GABA, cambiando su funcién y modulandolo alostéricamente. Estudios
utilizando agentes selectivos para las distintas isoformas de la PKC y ratones
modificados genéticamente ayudaron a identificar roles criticos para las isoenzimas
PKCPB2, PKCe y PKCy en varios aspectos de la regulacién del receptor GABAa (Song vy
Messing, 2004). Se ha observado que la activacién de la PKC disminuye la actividad del
receptor GABA en ciertos casos (Filippova et al., 2000) y aumenta las corrientes de
GABA en otros (Poisbeau et al., 1999). Estos efectos sobre el sistema GABAérgico
dependen de la composicidon de las subunidades y de factores celulares especificos

(Suny Alkon, 2010).

1.5. Sistema GABAérgico

La excitacion e inhibicidon son los mecanismos de modulaciéon fundamentales de
la sefializacion en el SNC. Si bien existen muchos neurotransmisores en el sistema
nervioso, el glutamato y el GABA son los dos neurotransmisores que median la
mayoria de las sefales excitatorias e inhibitorias dentro del SNC, respectivamente. Las
neuronas excitatorias garantizan la transmisién de senales a través de varios estados
de procesamiento y las neuronas inhibitorias controlan esta transferencia de

informacién (Fishell y Rudy, 2011).

Las neuronas GABAérgicas son la fuente principal de GABA y responsables de la
inhibicion en el SNC de mamifero. Dependiendo de la region cerebral, constituyen
entre un 10/ -25/ del numero total de neuronas corticales, las cuales juegan un papel

fundamental controlando y orquestando la actividad de las neuronas piramidales.

Una caracteristica importante del sistema GABAérgico es la prolongada
duracion del tiempo de desarrollo. La inmunoreactividad a GABA se presenta en el dia
embrionario 14 en la placa cortical pero exhibe las caracteristicas de una neurona
madura solo postnatalmente. Para los P16— P21, el patron de inmunoreactividad de

GABA es similar al del cerebro adulto.
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Durante la maduracion, las interneuronas GABAérgicas cumplen diferentes
roles: en un primer momento el GABA es despolarizante, por lo cual promueve la
proliferacién y la migracién, favorece la maduracion sinaptica y la sincronizaciéon de
redes inmaduras. Conforme las interneuronas van madurando, el GABA gradualmente
se convierte en hiperpolarizante y comienza un cambio en todo el sistema GABAérgico.
Esto involucra la maduracion del patréon de disparo y la liberacién y recaptura de
GABA. En consecuencia, la transmisiéon GABAérgica es esencial para la plasticidad de
circuitos inmaduros durante periodos criticos en el neurodesarrollo (Le Magueresse y

Monyer, 2013).

Las respuestas GABAérgicas rapidas estan dadas por los receptores GABA,, los
cuales son canales pentaméricos permeables a cloro compuestos por el ensamble de
subunidades de 8 clases diferentes (ou-s, PB1-3, y1-3, O, € q, p, Y p1-3). Aunque la
composicion del receptor difiere entre los distintos tipos neuronales, el ensamblaje se
produce en su mayoria con una estequiometria 2a:2p3:y. Los receptores GABAg estan
acoplados a proteina G y regulan la corriente de entrada de los canales de potasio y

sodio (Kaupmann et al., 1998).

En el HP existe abundancia de receptores GABAérgicos, principalmente en el
area CA1, CA3 y en el subiculo. Estd establecido que existe una relacién directa entre el
numero de receptores GABA en la superficie celular y la fuerza de la inhibicién
(Abramian et al., 2010).

El GABA es sintetizado por dos isoformas de la acidil glutdmico decarboxilasa
(GAD), GAD65 y GAD67. Se ha sugerido que GAD67 sintetiza preferencialmente el
GABA citoplasmatico, mientras que GADG65 sintetizaria el GABA para la liberacidon

vesicular (Soghomonian y Martin, 1998).

Ha sido reportado que la generacion de disrupciones en distintos puntos del
circuito GABAérgico podrian contribuir a desordenes del neurodesarrollo (Le
Magueresse y Monyer, 2013). Por ejemplo, déficits en la sefializacion de GABA han
sido implicados en patologias como el autismo, el cual surge en edades tempranas
pero se diagnostica mas tardiamente, en el momento de mayor remodelado cortical.

La expresidon de GAD65 y GAD67 asi como la expresidon de receptores GABAA y GABAg
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(Fatemi et al., 2010; Yip et al., 2007) estan disminuidos en la corteza de pacientes

postmortem con autismo.

Diversos autores encontraron que ademas de la influencia de la PKC sobre el
sistema GABAérgico, el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) promueve la
sinaptogénesis de GABA asi como también, induce rapidos cambios en la funcién del
receptor GABAa (Rose et al., 2004; Carrasco et al., 2007). Sin embargo, la accién del
BDNF sobre la sefializacién de GABAAa es diversa: los efectos pueden ser facilitadores,
inhibitorios o bifdsicos y también dependen del estado de desarrollo de las neuronas.
El rol del BDNF sobre la transmisién GABAérgica no sélo es complejo y diverso, sino
gue los mecanismos involucrados tampoco han sido completamente dilucidados

(Huang et al., 2012).

1.5.1. Ansiedad

La relacién entre ansiedad y actividad hipocampal ha sido tema de
investigacion por varios afios. Muchas de las investigaciones fueron realizadas en
roedores, ya que la ansiedad es un estado emocional antiguo en la historia filogenética

observada a través de las especies de mamiferos.

Si bien el HP fue tradicionalmente considerado como el area de la memoria,
esta estructura comenzd a surgir como un integrador emocional y cognitivo del SNC
(Femenia et al., 2012). Se ha postulado que el HP puede interactuar con otras
estructuras cerebrales, como la amigdala, para formar memorias emocionales (Phelps,
2004), demostrandose la participacion del HP en el desarrollo de conductas de

ansiedad mediante lesiones y estudios farmacolégicos (Fuss et al., 2010).

La ansiedad es basicamente una emocién suscitada por amenazas potenciales o
ambiguas vy situaciones no totalmente evaluables. Un estado de ansiedad es
caracterizado por un conflicto evitacion/acercamiento a una situacion adversa difusa e
incondicionada. A pesar de que las manifestaciones de ansiedad son un ingrediente

esencial de la vida, puede extenderse a distintas formas de psicopatologia.
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La participacion del HP en procesos de ansiedad conduce a la hipdtesis de la
existencia de una relacion entre ansiedad y memoria. Los receptores GABAa que
contienen la subunidad o5 son altamente expresados en el HP y la corteza. En los
ultimos anos, varios estudios se enfocaron en el uso de un agonista inverso selectivo
para a5 como agente terapéutico para el deterioro cognitivo. En efecto, ratones con
una delecién en la subunidad a5 mostraron una alta performance en varios test de
memoria como el fear conditioning y el watermaze. Por el contrario, ratones knock out
heterocigotas para la subunidad 7y del receptor GABAa muestran ansiedad y
comportamientos de depresién acompafiados por déficit cognitivos (Femenia et al.,

2012).

Trabajos previos de nuestro grupo han demostrado que la exposicidon de ratas
neonatas a 5 Gy de radiacidn ionizante induce un empeoramiento en la memoria de
habituacion, una disminuciéon en las conductas relacionadas a la ansiedad, como asi
también cambios en la memoria asociativa (Caceres et al., 2009; 2010). Hemos
propuesto que la mejora en la performance en el test de El de los animales irradiados
podria deberse a los bajos niveles de reactividad emocional observados, caracterizado
como una disminucion en los niveles de ansiedad. El Elevated Plus Maze (EPM) es
actualmente un test de primera eleccién para la medicion de conductas de ansiedad y

para el analisis de drogas ansioliticas (Ramos, 2008).

1.6. Neurotrofinas

Las neurotrofinas son factores de crecimiento implicados en diferentes
funciones en el SNC, incluyendo sobrevida, proliferacién, diferenciacion, mielinizacién,
apoptosis, crecimiento axonal y plasticidad sindptica. Las neurotrofinas median sus
efectos a través de la unién con dos tipos de receptores, el Trk y el p75NTR. EI P75NTR
pertenece a la familia del factor de necrosis tumoral (TNF) y fue el primer receptor
identificado para NGF (Arévalo y Wu, 2006). Las neurotrofinas comprenden una
familia de al menos 4 proteinas relacionadas estructuralmente, entre las cuales se
encuentra el factor de crecimiento nervioso (NGF) y el factor neurotréfico derivado del

cerebro (BDNF) (McAllister et al., 1999), las cuales ejercen su influencia a través de
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receptores tirosina kinasa (Trk): NGF activa TrkA y BDNF activa TrkB (Waterhouse y Xu,
2009).

Las neurotrofinas son producidas como pro-isoformas, las cuales luego son
clivadas para producir la neurotrofina madura. El Ultimo destino de las
proneurotrofinas intracelulares pueden ser: clivaje intracelular seguido de secrecién,
secrecion seguida de clivaje extracelular, secrecién sin clivaje consecuente o rdpida
conversion intracelular a neurotrofina madura (Barker, 2009; Sallaberry et al., 2013). El
BDNF existe como forma precursora (pro) y madura. El proBDNF es secretado vy
funciona como ligando para regular la funcién neuronal. El NGF funciona promoviendo

la sobrevida o la apoptosis, dependiendo si estd o no procesado (Barker, 2009, Fig 1.5).

El BDNF estd ampliamente expresado, tanto en el cerebro en desarrollo como
en el cerebro maduro, encontrdndose los mas altos niveles en el HP y en la corteza
(Hofer et al.,, 1990). Ademds de su rol como promotor de la proliferacién,
diferenciacién y sobrevida de las neuronas (Davies, 1994), se ha demostrado que el
BDNF es crucial en la regulacidn de la actividad sindptica y de la plasticidad a través de
la generacidon de cambios estructurales y funcionales en las neuronas (Arancio y Chao,

2007; Lu et al., 2008).

»%BDNF nar OO proNGF

sone @O
Precursor oD “ preBnse
NT-3/4
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Sitio de clivaje
Region activa |] [] l
WaF o TrkA Trk8 p75NTR

Fig. 1.5. lzquierda: representacion esquematica de las isoformas de las
neurotrofinas de mamifero. Las pro-neurotrofinas son clivadas por convertasas
espcificas para la liberacion de la neurotrofina madura (modificado de Roux y
Barker, 2002). Derecha: Neurotrofinas y sus receptores Trk y p75NTR (modificado
de Arévalo y Wu, 2006).
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Los precursores de las neurotrofinas (las proneurotrofinas) son secretados,
siendo el proBDNF el mayormente secretado por las dendritas. Su accién bioldgica se
ejerce a través del complejo p75NTR/sortilina (Waterhouse y Xu, 2009). Mientras la
activacion de Trk ha sido muy bien estudiada y gatilla la activacion de las bien
caracterizadas cascadas Ras/Rap-MAPK, PI3KAkt y PLCy-PKC, la sefializacién mediada
por el p75NTR es mas compleja y su rol in vivo no ha sido completamente dilucidado
(Arévalo y Wu, 2006). La expresion de p75NTR juega un rol central en la regulacién de
la sobrevida neuronal y el crecimiento axonal en respuesta a las neurotrofinas target

(Rakin et al., 2008).

El clivaje de proBDNF al BDNF maduro también parece jugar un rol en la
restriccion de BDNF a las sinapsis activadas. Existe evidencia que sugiere que el
proBDNF produciria una downregulation de la plasticidad sindptica hipocampal,
facilitando la depresidn de largo término (LTD) (Woo et al., 2005, Lu et al., 2005). Esto
podria funcionar como mecanismo protector en los casos de excitotoxicidad
glutamatérgica en desérdenes psiquiatricos (Lu et al., 2005). El ProBDNF es capaz de
promover la eliminacién de conexiones sindpticas, mientras que el BDNF promueve su
aumento. Mas aun, la funciéon del proBDNF en el SNC no esta limitada solo a la
apoptosis y consolidacién del LTD, sino que también puede afectar el crecimiento de
dendritas, espinas y la sobrevida de células del SNC (Teng et al., 2005; Koshimizu, et al.,

2009).

El NGF, descubierto originalmente como molécula de sefalizacién de las células
nerviosas, es una molécula endégena que resulta necesaria para la sobrevida,
diferenciacién y mantenimiento de la plasticidad sinaptica, principalmente en

neuronas colinérgicas.

Diversos estudios demostraron que el NGF previene la muerte neuronal,
promueve el sprouting colinérgico, mejora el deterioro de la memoria, y estimula el
crecimiento de neuritas a través de la regulacién de las proteinas del citoesqueleto.
Por estas razones, el NGF es un potencial target terapéutico en distintos tipos de

demencia (Choi et al., 2011).
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La interaccion entre los factores neurotréficos y las isoformas de la PKC
representan un importante mecanismo enddgeno de cambio entre la sobrevida y la
muerte neuronal (Sun y Alkon, 2010). Arévalo y Wu (2006) demostraron que las
neurotrofinas pueden producir la activacion de diferentes isoformas de la PKC a través

del inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG).

1.7. Neuroproteccién

Resultados previos de nuestro laboratorio demostraron que es posible prevenir
parcialmente los dafos producidos por las radiaciones ionizantes en el cerebelo a nivel
conductual, del estado oxidativo e histolégico, a través del uso de agentes como la
amifostina y la deferoxamina, los cuales resultaron ser neuroprotectores a través de
un mecanismo antioxidante (Guelman et al., 2003, 2004, 2005).

Diferentes estudios han mostrado que la terapia antioxidante puede retrasar o
disminuir los sintomas relacionados con las enfermedades neurodegenerativas, como
la generacion de efectos benéficos cognitivos en pacientes con enfermedad de
Alzheimer y disminucion de algunos sintomas en pacientes con enfermedad de

Parkinson (Martinez-Samano et al., 2011).

Las hormonas sexuales, como los estrégenos, también han mostrado jugar un
rol neuroprotector en diversos modelos animales de isquemia focal y global (Wise y
Dubal 2000; Lebesgue et al., 2009; Saraceno et al., 2010). Mas aun, el tratamiento de
ratas macho con 17B-estradiol (BE) mejord la respuesta neuroldgica luego de una
injuria traumatica (Green y Simpkins, 2000) o de un infarto neonatal (Nufiez et al.,
2007). En consecuencia, se puede hipotetizar que el BE podria prevenir el dafio
inducido por diferentes injurias cuya patofisiologia involucre la generacion de estrés

oxidativo, incluyendo a las radiaciones ionizantes.
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1.7.1. Estradiol

Los estrégenos son hormonas multifacéticas que modulan muchos aspectos de
la funcidn neuronal y estan asociados también con un gran numero de beneficios

clinicos a nivel neurolégico.

Como neuroprotectores, los estrégenos mostraron actuar de manera rdpida y
aguda, como asi también de manera crénica y a largo plazo en la fisiologia neuronal.
Esto puede deberse a que se produciria una activacién diferencial de los receptores de

estrégeno (RE), uno de los cuales reside en la membrana celular.

Si bien en los ultimos afios se comenzé a estudiar al estradiol como agente
neuroprotector, poco se sabe alun acerca del mecanismo de accidon de su funcién
neuroprotectora. Los estrdgenos producen una gran cantidad de efectos celulares,
incluyendo la activacién de su receptor nuclear, la disminucién en la expresion de
proteinas apoptéticas, la interaccién con cascadas de segundos mensajeros, las
alteraciones en la activacion glutamatérgica y la actividad antioxidante (Manthey y
Behl, 2006). Se sabe que muchos de estos efectos aumentan la supervivencia neuronal,

pero aun no se sabe cudl es la via responsable (Connell y Saleh, 2011).

Clasicamente, los estrégenos llevan a cabo sus efectos como hormonas
sexuales mediante su receptor citosdlico-nuclear, al cual se unen luego de su entrada a
la célula mediante un proceso de difusién pasiva. Luego de una serie de pasos de
activacion, el complejo estrégeno-receptor (E-RE) se asocia con el elemento
respondedor de estrégeno (ERE) ubicado en el ADN y funciona como un reforzador de
la induccidn de genes que contienen ERE. El gen anti-apoptético bcl-2 contiene un ERE
en la regién promotora y la expresidn de bcl-2 se encuentra también aumentada con la

exposiciéon a BE.

Muchas lineas de investigacidn sugieren que este efecto neuroprotector del BE
no estaria mediado Unicamente por el mecanismo clasico de unién al receptor, sino
gue actuaria también mediante otros mecanismos. En primer lugar, la administraciéon
de antagonistas del receptor de BE no atenua las acciones neuroprotectoras del BE en

modelos de neurotoxicidad. Ademads, la estructura activada relacionada con los
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procesos de neuroproteccion difiere de la estructura activada relacionada con la
activacion mediada por receptor. La estructura asociada a la neuroproteccidén consiste
en la posesion de muchos anillos fendlicos A de estrégenos. El a- estradiol (aE), que
tiene bajo potencial estrogénico, resulta ser un potente esteroide neuroprotector en
células en cultivo y modelos animales de neurotoxicidad. Finalmente, los estrégenos
han sido capaces de atenuar el estrés oxidativo que induce la muerte neuronal en
células HT-22, una linea celular que carece del receptor nuclear de estrégenos. Aunque
el receptor nuclear de estréogenos podria contribuir con los efectos neuroprotectores,
hay mucha evidencia que indica que los estrégenos pueden incrementar la
supervivencia neuronal en ausencia de su actividad cldsica, probablemente mediante
un mecanismo de accién antioxidante (Green y Simpkins, 2000; Manthey y Behl, 2006).
Si bien no se puede descartar que el BE ejerza su accidon neuroprotectora través de la
activacion de los RE, la actividad antioxidante de los estrégenos ha recibido creciente

atencién (Behl 2002; Shughrue et al., 1997; Jover et al., 2002; Connell et al., 2007).

Esta actividad antioxidante estaria relacionada con la presencia de un grupo
hidroxilo en la posicion C3 en el anillo esteroide de la hormona (Mann et al., 2007). La
accion directa del BE fue observada en ausencia del RE funcional, tanto in vitro como in
vivo (Prokai y Simpkins, 2007; McClean y Nufiez, 2008), aunque la participaciéon de
mecanismos indirectos, como la regulacién de enzimas antioxidantes (Borras et al.,

2005), no deberia ser descartado (Fig. 1.6).

Trabajos previos de nuestro laboratorio mostraron, en cultivos de células
granulares de cerebelo expuestas a la radiacidn, un aumento en los niveles de ROS que
fue revertido luego del tratamiento con BE, sugiriendo que su accion neuroprotectora

podria ser mediada por un mecanismo antioxidante (Zorrilla Zubilete et al., 2011).

En consecuencia, es razonable hipotetizar que si el BE actua a través de un
mecanismo antioxidante, se podrian usar en su lugar enantidmeros no feminizantes
como el aE. Diversos autores mostraron que el aE es un potente neuroprotector tanto
in vitro como en modelos animales, lo que resultaria clinicamente relevante (Simpkins

et al., 2004; Yi et al., 2008, Fig. 1.6).
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Se identificaron dos tipos principales de receptores estrogénicos: REa y REB,
ademas del receptor putativo de membrana GPR30 (Connell y Saleh, 2011). Los RE se
expresan de manera abundante en varias dreas del cerebro (Don Carlos et al., 2009).
Tanto el REa como el REB se expresan en la corteza cerebral de ratas adultas (Connell y
Saleh, 2011). Si bien el HP tiene menos receptores que otras areas, la existencia de RE
hipocampales no debe ser subestimada (Shughrue et al., 1997; Toran- Allerand, 2004;
Fan et al., 2010). En consecuencia, se podria postular que ambos receptores podrian
estar involucrados en la neuroproteccién. Por ejemplo, se sabe que los mismos son
capaces de mediar la neuroproteccion frente a la toxicidad del péptido 3 amiloide y el

estrés oxidativo inducido por glutamato (Fitzpatrick et al., 2002; Mize et al., 2003).

El estradiol también puede interaccionar con los REs ubicados en la membrana
plasmatica, el citoplasma y las mitocondrias tanto en neuronas como en células gliales,
activando diferentes vias de transduccién de seiiales: la via de PI3K quinasa (Cardona-
Gémez et al., 2002; McEwen, 2002), la via de quinasas activadas por mitégenos
(MAPKs) (Toran-Allerand et al., 1999) o la de las proteinas G (Moss et al., 1999; Raap et
al., 2000). Estos efectos del BE se caracterizan por ocurrir rapidamente, en segundos o

minutos.

El uso de ligandos especificos para los RE provee una herramienta
farmacoldgica para estudiar la implicancia de cada RE en el mecanismo de
neuroproteccién. El PPT (propil-pirazole-triol, agonista REa) demostré ser 400 veces
mas afin al REa que al REPB y es inactivo sobre la actividad transcripcional del REf
(Harrington et al.,, 2003), mientras que el DPN (diarilpropionitrilo, agonista REPB)
demostro tener 100 veces mas afinidad por el REP que por el REa y tiene mas de 170
veces mas potencia relativa en ensayos transcripcionales sobre REf que REa (Meyers

et al., 2001).
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CH, Y™ CH, OH

17-8 Estradiol 17-c. Estradiol

Fig. 1. . En ambos compuestos se puede observar la presencia
del grupo hidroxilo en la posicién C3, lo que les permitiria
ejercer su accion antioxidante (Mann et al., 2007).

El REB cumple un rol crucial en el mantenimiento y desarrollo del cerebro,
mientras que el REa parece estar implicado en una variedad de eventos celulares
asociados con neuroproteccién contra diferentes injurias neuronales (Dubal y Wise,
2001; Zhang et al., 2009). Dubal y colaboradores (2001) reportaron que la delecion del
REB, usando ratones knock out, no afecta la neuroproteccidn por BE, mientras que
estas acciones si fueron afectadas en los ratones knock out para el REa. Sin embargo,
la activacién del REP demostré promover la neuroproteccion contra la excitotoxicidad
por glutamato en neuronas hipocampales (Zhao y Brinton, 2007). En consecuencia,
podria esperarse que el BE se comporte como un neuroprotector, actuando por

diferentes mecanismos.
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El objetivo general del presente proyecto fue profundizar en el estudio de los
efectos de las radiaciones ionizantes a nivel bioquimico, conductual y molecular en
animales adultos expuestos durante el desarrollo. Parte de estos efectos podrian ser
gatillados por un aumento del estrés oxidativo inicial que persistiria, en parte, debido a
una retroalimentacion positiva generada por el incremento de la actividad de PKC

(Caceres et. al., 2010).

Dado que hemos reportado en los animales irradiados una mejora en la
performance en una tarea de memoria asociativa y que la PKC podria ser la responsable
de dicho cambio, se procedié a evaluar distintos pardmetros que podrian participar en

dichos procesos y que podrian ser también potencialmente regulados por la PKC.

En particular, uno de los objetivos fue evaluar los niveles de PKCP1 en el HP, una
de las isoformas de la PKC que puede ser up-regulada por ROS (Almeida et al., 2010) y
que ademas resulta relevante a nivel conductual, ya que estd principalmente
involucrada en los eventos sindpticos tempranos responsables de la adquisicidn vy
consolidacion de la memoria en el test de evitacion inhibitoria a corto plazo (Paratcha

et al., 2000).

Por otro lado, debido a la conexidn entre estados de ansiedad y memoria, se
evaluaron mediante el EPM los niveles de ansiedad en ratas irradiadas con el objetivo
de encontrar una relacidén con los cambios en la memoria asociativa encontrados
previamente. Ademds, dado que el sistema GABAérgico podria estar alterado como
respuesta a la accidn de las ROS y la PKC, otro objetivo fue evaluar los niveles de la
enzima sintética de GABA, la GAD, y el binding de sus receptores GABAa y relacionar

estos potenciales cambios con los observados en los niveles de ansiedad.

Adicionalmente, dado que las ROS también podrian comprometer la integridad
del HP y la neuroplasticidad por disrupcidn de la funcién de neurotrofinas (Aiguo et al,
2010), un tercer objetivo fue evaluar los niveles de las neurotrofinas BDNF y NGF en el

HP, como asi también realizar un estudio a nivel histolédgico de esta estructura.
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Un analisis de la secuencia temporal de los cambios inducidos por la radiacién
fue realizado con el objeto de dilucidar cual podria ser el blanco primario de las

radiaciones ionizantes en este modelo.

Finalmente, una vez esclarecido el hipotético mecanismo mediante el cual la
radiacidn generaria su accidn en este modelo, el ultimo objetivo se orientd a evaluar
alguna forma de intervencion terapéutica que pueda reparar o prevenir los dafios
generados. Fue seleccionado el BE como una herramienta ideal por poseer multiples
mecanismos de accién neuroprotectora. Con el objetivo de dilucidar el mecanismo
mediante el cual este fdrmaco podria prevenir los cambios producidos por la radiacién,
se utilizaron ademas como posibles agentes reparadores de dafo el a-estradiol -el cual
se une débilmente al RE pero que mantiene actividad antioxidante- como asi también
agonistas selectivos de los RE, un agonista REa (propil-pirazole-triol ) y un agonista REf3

(diarilpropionitrilo).

1°) Hip tesis: Los cambios en la memoria asociativa se deber an a modificaciones a

nivel molecular e histol gico.

Objetivo especifico:

a) Determinar los niveles proteicos de la isoforma PKCB1, el proBDNF y el
proNGF en HP mediante ensayos de WB.
b) Realizar histologia convencional en cortes de HP.

¢) Realizar inmunohistoquimica para astrocitos y proliferacion en cortes de HP.

2°) Hip tesis: Las radiaciones ionizantes producir an una disminuci n en los niveles de

ansiedad con modificaciones en componentes del sistema GABA rgico.
Objetivo especifico:
a) Analizar mediante el EPM si las radiaciones ionizantes fueron capaces de
modificar los niveles de ansiedad.

b) Caracterizar el receptor GABAxr en HP mediante ensayos de binding vy

determinar los niveles de GAD en ensayos de WB.
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32) Hip tesis: Los cambios en la memoria asociativa a los 30 d as de edad tienen su

origen en eventos que ocurren a una edad m s temprana en el desarrollo.

Objetivo especifico:

Determinar la relacion y el orden en el cual se suceden los cambios en los
niveles proteicos de la PKCB1, BDNF, NGF, GAD 65-67 (mediante WB),
niveles de ROS y receptores de GABAa (por medio de la técnica de binding)
a la edad de 15 dias, lo cual desencadenaria los cambios posteriores en la

memoria asociativa a los 30 dias.

4°) Hipotesis: El BE act a como neuroprotector frente a los cambios producidos por las

radiaciones ionizantes.

Objetivo especifico:

a)

b)

Evaluar la accién del BE administrado de manera sub-crénica en el periodo
neonatal en animales irradiados y sus respectivos controles. Estudiar su
capacidad neuroprotectora mediante el analisis de pardmetros
conductuales y bioquimicos que presentaron diferencias significativas en
animales irradiados.

Evaluar el mecanismo de accidn de la funcién neuroprotectora. Determinar
si los efectos se producen a través de una accién antioxidante, mediante la
administracién de aE y/o a través dela participacién de los receptores
mediante la administracion de los agonistas selectivos de los RE, PPT (propil-

pirazole-triol, agonista REa) y DPN (diarilpropionitrilo, agonista REPB).
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3.1. Animales

Ratas Wistar albinas de ambos sexos fueron adquiridas en el Bioterio Central de
la Facultad de Farmacia y Bioquimica (UBA) o en el Instituto de Investigaciones
Cardioldgicas Alberto Taquini (UBA-CONICET) entre los 30 y 60 dias de vida. Dado que
para el presente proyecto se debian utilizar ratas neonatas, los apareamientos se
realizaron en el Bioterio de la 12 Catedra de Farmacologia de la Facultad de Medicina
(UBA-CEFyBO-CONICET), lugar donde se llevaron a cabo los experimentos. Se aparearon
1 macho y 2 hembras en jaulas de reproduccién y las ratas prefiadas fueron separadas
en jaulas individuales pocos dias antes del alumbramiento. El dia de nacimiento (dia 0)
fue determinado mediante la inspeccion diaria de las jaulas. Las ratas neonatas fueron
asignadas al azar a los diferentes grupos, segun el disefio experimental. Solo los machos

fueron utilizados.

Luego de los respectivos tratamientos, los animales retornaron con sus madres,
un grupo hasta los 15 dias de vida y otro se mantuvo con su madre hasta los 22 dias de
vida. Luego del destete, se mantuvieron de a 6 animales por jaula hasta su utilizacién a
los 30 dias de vida. Todos los animales se mantuvieron con comida y agua ad libitum en
un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas (encendido de la luz: 7am) y a una temperatura de

22+2 °C.

Los animales fueron manipulados y sometidos a eutanasia de acuerdo a las
normas del Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de de Laboratorio
(CICUAL, Facultad de Medicina, Universidad de Buenos Aires, Argentina). El protocolo
utilizado fue aprobado por este Comité bajo la resolucién 2079/07 y 081/10. El CICUAL
adhiere alas reglas de la “Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio” (NIH).
Se tomaron las medidas necesarias para minimizar el dolor y disconfort en los animales,
para lo cual se utilizo la guia ARRIVE (Kilkenny et al. 2010). Para los estudios bioquimicos
y moleculares, los animales fueron sometidos a eutanasia por decapitacién con
guillotina. Los animales utilizados en experimentos conductuales, fueron sometidos a

eutanasia en una camara de CO,, disenada “ad hoc”.
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3.2. Procedimiento de irradiacién

Machos Wistar neonatos (entre 24 y 48 h después del nacimiento) fueron
expuestos a una unica dosis de rayos X de 5 Gy en su extremidad cefalica, para lo cual
los animales fueron inmovilizados en un soporte de plastico. Dado que 1 Gy es la unidad
de dosis absorbida equivalente a 1 J/kg, la energia de radiacion absorbida por el tejido
fue de aproximadamente 5 J/kg. La fuente de irradiacion utilizada consistié en un
acelerador lineal de electrones de alta energia (Mevatron Siemens, 6 MV de energia, Fig.

3.1).

Fig. 3.1: Acelerador lineal de electrones
utilizado  para radioterapia. Este
dispositivo es similar al utilizado en
nuestro modelo de radiacidn neonatal.
Fuente: www.abchoy.com.ar

El haz de rayos X fue alineado sobre la cabeza de los animales a una distancia de
50 cm y homogenizado usando placas de acrilico. La tasa de dosis usada fue de
aproximadamente 1 Gy/min, siendo el tiempo total de exposicidon a la radiaciéon de
aproximadamente 5 min. El nUmero de sujetos permanecié constante a lo largo del
estudio debido a que la dosis usada en el presente estudio no produjo la muerte de los
animales.El experimentador usé protecciéon contra la radiaciéon en todo momento.

Disefio experimental Fig. 3.2.
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Fig. 3.2. Disefio experimental. P: dia postnatal.

3.3. Test conductuales

Todos los experimentos fueron desarrollados en una sala de comportamiento

aislada, entre las 11amy las 4am.

3.3.1. Evitacién inhibitoria (El)

El test de evitacidon inhibitoria permite evaluar el recuerdo de una experiencia
aversiva mediante la simple evitacién de un ambiente en el cual ocurrié dicha
experiencia.

Diferentes publicaciones han demostrado que el HP dorsal esta involucrado en este tipo
de memoria asociativa (Ennaceur y Delacour 1988; lzquierdo y Medina, 1997). El
dispositivo utilizado fue similar al descripto por Roozendaal et al. (2002), el cual consiste
en una caja (60 cm x 60 cm x 40 cm) dividida en dos compartimientos: uno esta
iluminado, mientras que el otro esta equipado con una cubierta removible que lo
mantiene oscuro. Ambos compartimientos estan separados por una seccién removible.
El piso del compartimiento oscuro consiste en una rejilla metalica por la cual puede

circular una corriente continua, Fig.3.3
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Fig. 3.3: Dispositivo utilizado para la
realizacion del test de El. El
compartimiento con la  rejilla
corresponde al compartimiento
oscuro.

Habituacion: la rata fue colocada en el compartimiento luminoso y se dejé que
pase 3 veces al lado oscuro o que quede 3 min en el mismo. Luego de 10 min de
descanso, se la colocé nuevamente en el lado luminoso y, una vez que pasé al
compartimiento oscuro, se la dejé 10 seg en él. Entrenamiento: la rata se colocé en el
compartimiento luminoso y se tomo el tiempo que tardd en pasar al lado oscuro (T1).
Una vez en él, recibié un shock eléctrico de 1,2 mA, luego de lo cual retornd a su jaula.
Testeo: se realizo el test de retencidn, tomandose el tiempo en que la rata tardé en
pasar al lado oscuro (T2). La latencia para pasar al lado oscuro fue registrada hasta un
tiempo maximo de 5 min. En esta tercera exposicién, la rata no recibio el shock eléctrico.
Se evalud la latencia de escape como el cociente T2/T1. La tercera exposicidn se realizd
a la hora (memoria de corto plazo). Para minimizar el estimulo olfativo, la caja se limpio

con una solucidn de etanol 10/ entre sesiones y entre animales.

3.3.2. Elevated Plus Maze (EPM)

El test de EPM es utilizado para cuantificar los niveles de ansiedad, ya que estd
basado en el conflicto natural de la rata a explorar un nuevo ambiente y la tendencia a

evitar areas potencialmente peligrosas (Pellow et al., 1985).

[45]



Materiales y M todos

Fig. 3.4: Dispositivo utilizado para la
realizacion del test de EPM.

El dispositivo consiste en un laberinto en cruz de madera con 4 brazos de iguales
dimensiones (50 cm x 10 cm), elevado 50 cm del piso, Fig. 3.4. Dos de los brazos poseen
paredes de 40 cm de altura y se encuentran perpendiculares a los otros dos brazos que
son abiertos. Para evitar caidas de los animales, los brazos abiertos poseen un borde de
Férmica de 0.5 cm de altura. El EPM se ilumina de manera tenue mediante una lampara

gue se encuentra a 200 cm del laberinto.

Cuando comienza la sesion, la rata es ubicada en el centro del laberinto, mirando
hacia los brazos cerrados. La sesion fue grabada por 5 min usando una video camara
digital y se cuantificd el porcentaje de tiempo que la rata permanecia en cada tipo de
brazo (abierto o cerrado). Para eliminar claves olfatorias, el dispositivo fue limpiado
entre animales con una solucion de etanol al 10/ (Brenes et al., 2009). Los animales que

cayeron del dispositivo fueron excluidos del analisis estadistico.

3.3.3. Open Field (OF)

La habituacion a un ambiente novedoso es una de las mas elementales formas
de memoria no asociativa, mediante la cual la repetida exposicién a un mismo ambiente
induce una reduccién en el comportamiento exploratorio, lo cual depende del HP

(Vianna et al., 2000).
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Fig. 3.5: Dispositivo utilizado para la
realizaciéon del test de OF.

El dispositivo consiste en una caja de madera de 50 cm x 50 cm x 45 cm con la
base dividida por lineas negras en 25 cuadrados iguales construida “ad hoc”, Fig. 3.5.
Luego de 3 min de habituacién a la habitacién comportamental, los animales fueron
ubicados en el cuadrante inferior izquierdo y se les permitié desplazarse libremente
durante 6 min. Luego de un intervalo entre sesiones de 1 h, las ratas fueron nuevamente
expuestas al OF por otros 6 min. El nimero de lineas cruzadas fue registrado usando una
video camara digital y comparado con la primera sesidén para evaluar la memoria de
habituacion (Barros et al., 2006). Se defini6 como S1 al nimero de lineas cruzadas
durante la primera exposiciéon al OF y S2 al numero de lineas cruzadas durante la
segunda exposicion. Se definié S2/S1 como el cociente de habituacién donde valores
menores a 1 reflejan la existencia de una memoria de habituacién. Para minimizar las
claves olfatorias, el piso de la caja se limpid con una solucién de etanol 10/ entre

sesiones y entre animales.

3.4. Determinacién de especies reactivas de oxigeno (ROS)

Los niveles de ROS en el HP fueron determinados por el método descripto por
Driver et al (2000). EI HP se homogeneizé en una soluciéon de Locke’s (0.5 mg de
tejido/ml). Se tomaron alicuotas de los homogenatos y se dejaron a temperatura
ambiente por 5 min. Se agregd dicloro-fluoresceina diacetato (0.97mg/ml en metanol,

10 uM, concentracion final) y la mezcla se incubd a temperatura ambiente durante 15
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min. Se midid la fluorescencia a 485 nm (excitacion) y 530 nm (emision). Se realizd una
curva estandar, usando dicloro-fluoresceina oxidada (DCF). Los resultados fueron

calculados como pmol DCF/mg de tejido/min y expresados como promedio + SEM.

3.5. Western Blot

El ensayo se realizé en homogenatos de HP. Las muestras fueron suplementadas
con solucion de buffer muestra 1X (2/ SDS, 10/ (v/v) glicerol, 10 mMTris—HCI, pH 6.8,
0.06/ azul de bromofenol). Las proteinas fueron separadas por SDS-PAGE en geles de
poliacrilamida al 12/ y transferidas a membrana de PVDF (Amersham Biosciences, UK)
usando el dispositivo Transblot Mini Il (Bio-Rad) a 100 V (voltaje constante), 1 h a 4 °C.
Las proteinas fueron visualizadas con una tincién reversible de solucion Ponceau-S
(Sigma, Co., MO, USA) y luego se procedié a lavar con buffer Tris (TBS). Los sitios de
union no especifica fueron bloqueados con buffer de bloqueo (5/ leche descremada,
3/ gelatina) por 2 hs. Las membranas fueron incubadas overnight a 4 °C con el
anticuerpo anti péptido PKCB1 (1/250) Abcam Biochemicals, Cambridge, MA, USA), pro-
NGF (1/500), pro-BDNF (1/2000, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) o GAD
65/67 (1/1000, Abcam Biochemicals, Cambridge, MA, USA). El anticuerpo anti-B-actina

(1/500, Santa Cruz Biotechnology) fue utilizado como control de carga.

Posteriormente, las membranas fueron incubadas con un anticuerpo secundario
lgG anti-rabbit conjugado con horseradish peroxidasa (1/5000, Abcam Biochemicals,
Cambridge, MA, USA) por 2 hs a temperatura ambiente, con agitacién. La densidad
Optica (OD) de las bandas fue determinada cuantitativamente por densitometria luego
del agregado de una solucién de luminol y H20,, utilizando el procesador GE Health care
Image Quant. Para el andlisis se utilizé el software Image J (versidon 1.43u, National

Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).
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3.6. Histologia

3.6.1. Procesamiento del tejido

Los animales fueron anestesiados con hidrato de coral (28/ p/v; 0.1 ml/100g), y
perfundidos intracardiacamente con 4/ de paraformaldehido en 0.1 M de buffer
fosfato, pH 7.4. El cerebro fue removido y post-fijado en la misma solucién fijadora por
2 h atemperatura ambiente y luego inmerso overnight a4 °Cen 0.1 M de buffer fosfato,

pH 7.4.

Se obtuvieron secciones coronales del HP (40 um de espesor) utilizando un
vibratomo (VT 1000 S, Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania). Algunos cortes fueron
tefiidos con hematoxilina-eosina mientras que otros cortes fueron utilizados para la

técnica de inmumohistoquimica usando anticuerpos especificos.

3.6.2. Inmunohistoquimica

La técnica de inmunohistoquimica fue desarrollada en secciones en flotacién y
agitacion moderada. Se inhibid la peroxidasa enddgena (3/ H202, 30/ metanol, 70/
PBS 0.1 M)y se bloqued utilizando una solucién de PBTBSA (PBS 0.1M, 0.3/ tritén, 0.3/
BSA). Las secciones fueron incubadas overnight at 4 °C con anticuerpo primario anti
mouse para NeuN (1:1000, Sigma-Aldrich Co., MO, USA), anti mouse para GFAP
(1:2000), Dako. Agilent Technologies Company, Dinamarca) y anti rabbit para DCX
(1:500, Sigma-Aldrich, Inc). Luego de varios lavados las secciones fueron incubadas por
2 hs a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario (anti mouse IgG, 1:300,
Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA o anti rabbitlgG1:500, Vector Laboratories
Inc., Burlingame, CA, USA). Para el revelado se utilizé el kit ABC (Vector Laboratories Inc.,
Burlingame, CA, USA). La actividad de la peroxidasa fue revelada con perdxido de
hidrogeno 0.01/, utilizando 3,3'-diaminobenzidina como cromégeno (DAB, Sigma). Se

tomaron fotografias de las secciones con un microscopio Axhiophot Zeiss.
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3.6.3. Morfometria

El grado de severidad de la lesién fue determinado mediante la medicién del
ancho de las capas y el nimero de células utilizando el software Image J (version 1.43u,
National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) (Roy et al., 2005). Para garantizar un
muestreo uniforme, se mantuvieron las orientaciones septotemporal y mediolateral y
se usaron las posiciones de los vasos sanguineos como guia. Los valores obtenidos para
cada parametro en un animal dado fueron promediados a un solo valor. Se contaron las
células en un tamafio de campo fijo (60000 um? para CA1 y 10000 pm? para el GD). El
ancho de las capa de células piramidales del area CAl y la capa de células granulares del
GD, fueron medidas considerando la distancia maxima entre los nucleos a través de la
capa. En el GD se contaron las neuronas DCX positivas en un tamafio de campo fijo
(12000 pum?). Se delimité una grilla de 200000 um? en el Stratum radiatum de la regién
CA1 del HP y el porcentaje de area reactiva para GFAP se estimé usando el programa

Image J (versién 1.43u, National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).

3.7. Ensayo de Binding

Preparacidon de sinaptosomas: Se procedid a aislar el HP para obtener
sinaptosomas en un gradiente de Percoll, de acuerdo a lo descripto por Cid et al. (2008).
Los sinaptosomas son estructuras subcelulares que se forman durante la disgregacion
del tejido nervioso y mantienen las caracteristicas morfoldgicas y la composicién
guimica de la presinapsis. Dado que los receptores de GABAAa estan principalmente
localizados en la postsinapsis, resultd util estudiar estos receptores en sinaptosomas,

que son una pequefia parte del soma neuronal (Cid et al., 2007).

Los sinaptosomas que sedimentaron entre el 10 y el 23/ en el gradiente de
Percoll fueron tomados y diluidos en 30 ml de HEPES buffer (140 mMNaCl, 5 mMKCl, 5
mM NaHCOs3, 1 mM MgCl,, 1.2 mM Na;HPO4, 10 mM glucosa, and 10 mM HEPES, pH
7.4) para luego centrifugar a 27,000xg por 10 min a 4 °C. El pellet fue resuspendido en
5 ml de HEPES buffer y la concentracion de proteinas fue determinada mediante el

ensayo de Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Binding especifico de [3H]-
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flunitrazepam: El binding especifico de [3H]-flunitrazepam (85 Ci/mmol) fue medido
mediante la técnica de filtraciéon (Cid et al., 2008). El binding fue llevado a cabo en

presencia del radioligando.

Cada ensayo fue realizado por triplicado, utilizando 0.3 mg de proteina de la
fraccién sinaptosomal. El binding no especifico fue medido en presencia de diazepam.
Luego de 60 min de incubacién, las muestras fueron filtradas, lavadas y la radiactividad

fue medida utilizando un contador LKB-1214-RackBeta.

Los valores de Kd y Bmax fueron obtenidos por regresiéon no lineal usando la
ecuacién de hipérbola (un solo sitio de binding): Y = Bmax*X/(Kd + X), siendo Bmax el
maximo binding y Kd la concentracién de ligando requerida para alcanzar la mitad del
binding maximo. La densidad del receptor de benzodiacepinas puede ser usado para
expresar la densidad del receptor GABAA porque el sitio de binding para flunitrazepam

esta localizado en la subunidad a del receptor de GABAx.

3.8. Tratamientos farmacolégicos

Se administraron a ratas neonatas cinco inyecciones subcutdneas de las
siguientes drogas: 17B-estradiol (BE) y 17a-estradiol (aE), de 50 pg/kg cada una (Sigma-
Aldrich, St Louis, Mo, USA); diarylpropionitrilo (DPN), agonista selectivo del REB vy
propylpirazol-triol (PPT), agonista selectivo del Rea, 200ug/Kg cada dosis (Tocris
Bioscience). La primera y segunda dosis fueron administradas 30 min antes y 30 min
después de la exposicion a la radiacidn, respectivamente. Las siguientes dosis fueron
administradas diariamente. Las ratas control fueron inyectadas con vehiculo (solucién
salina 0.9 /), dejando un intervalo de 1 h entre la primera y la segunda inyeccidn, para

luego aplicar las siguientes dosis diariamente, Fig. 3.6.
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Fig. 3. . Disefio experimental para la administracion de farmacos. P: dia postnatal.

3.9. Andlisis estadistico

Los resultados fueron analizados usando el paquete estadistico Prism 5.0 (Graph
Pad Software Inc., San Diego, CA, USA). Las diferencias significativas entre dos grupos
fueron analizadas mediante el test de t. Las diferencias entre mas de dos grupos fueron
determinadas mediante el test de ANOVA de dos vias. En el caso donde los efectos de
interaccion resultaron significativos, se realizdé un andlisis de efectos simples. Para las
comparaciones post hoc se uso el test de Bonferroni. Para homogeneizar los valores en
los ensayos de Western Blot, se realizd una transformacion logaritmica de los datos. Los
resultados fueron expresados como promedio + SEM. Una probabilidad de < 0.05 fue

aceptada como significativa.
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PARTE 1

Efectos de las radiaciones ionizantes

En esta seccidén profundizaremos en el estudio de los cambios producidos por
la exposicion neonatal a las radiaciones ionizantes. Los efectos seran evaluados en

animales a P15 y/o a P30.

4.1. Los cambios observados en la memoria asociativa se deben a
modificaciones a nivel molecular e histolégico

4.1.1. El grupo Rx presenté un aumento en los niveles de PKCB1 y una

disminucién en los niveles de proBDNF

Existen diferentes proteinas y neurotrofinas que participan activamente en los
procesos de memoria y aprendizaje, por cuanto la modificacién de sus niveles podria
desencadenar cambios a nivel conductual. En estudios previos hemos observado que
las ratas expuestas a la radiacidon poseian un aumento en la actividad de PKC (Caceres
et al., 2010), lo que podria estar favoreciendo los cambios observados en la memoria
asociativa a P30. A raiz de estos resultados, decidimos estudiar los niveles de la
isoforma PKCPB1, la cual pareceria estar relacionada con los mecanismos conductuales
gatillados por el test de El. Dada la participacidon de distintas neurotrofinas en dicha

tarea, los niveles de dos neurotrofinas, BNDF y NGF, fueron también evaluados.

Se observod que los niveles de PKCB1 estaban significativamente aumentados
en el HP de los animales a P30 expuestos a la radiacion luego del nacimiento (t=2.710,
p<0.05, Fig. 4.1a). Por otro lado, estos animales presentaban una disminucion en los
niveles de proBDNF (t=3.147, p<0.05, Fig 4.1b), mientras que la radiacion ionizante no

produjo cambios significativos en los niveles de proNGF (Fig. 4.1c).
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Fig. 4.1. Las radiaciones ionizantes producen un aumento en los niveles de PKCB1y
una disminucion en los niveles de proBDNF. Los datos corresponden al andlisis de
densidad optica (DO) relativa a la actina (a) PKCPB1 (Ctl: 0.956 + 0.202, Rx: 1.98 +
0.35), *p<0.05 con respecto al control; (b) proBDNF (Ctl: 0.932 + 0. 030, Rx: 0.560 +
0.089), *p<0.05 con respecto al control; (c) proNGF (Ctl: 0.762 + 0.202, Rx: 0.774 +
0.039), NS. A la derecha se muestra una foto representativa de los niveles de cada
proteina analizada. Los datos fueron expresados como promedio + SEM. N=6.
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4.1.2. Las radiaciones ionizantes producen alteraciones en la capa CAl del

HP y una disminucién de células GFAP+

Diversos estudios sugieren que cambios en la morfologia y las conexiones del
HP podrian influir en los cambios a nivel conductual. Por lo tanto, resulté importante
estudiar la integridad de las distintas estructuras que participan en los procesos de
memoria. En este caso nos hemos focalizado en el area CA1 y GD del HP. Por otro
lado, dado que las células gliales son una fuente importante de produccion de
neurotrofinas y el proBDNF se encontrd alterado en los animales irradiados, se

procedio a la evaluacidn de este tipo celular.

Secciones histoldgicas de HP de ratas del grupo Rx tefiidas con H-E mostraron
una disminucion en el numero de neuronas piramidales de la capa CA1 (t= 4.592,
p<0.001), la cual se encuentra de manera focalizada en ciertas areas de la capa. En el

area del GD no se observaron diferencias con respecto al control, Fig. 4.2 ay b.

Posteriormente se procedid a medir el ancho de las capas CAl1 y GD, sin
encontrarse cambios asociados a la radiacion en ninguna de las dos areas (CA1: Ctl:
73.39£1.06 um; Rx: 71.34+1.47 um, NS; GD: Ctl: 74.61+7.92 pum; Rx: 90.2615.04 pm,
NS, N=4).

Se observaron nucleos condensados y picnéticos aislados en la regién CA1 del
grupo Rx (t= 3.055, p<0.01), indicativo de dafio celular, a diferencia del GD, area

donde no se encontraron signos de picnosis (Tabla 4.3).

El GD es un area en la cual se generan neuronas nuevas durante toda la vida. Si
bien no se encontraron diferencias en cuanto al nimero de células granulares en los
animales expuestos a la radiacidn, no se puede descartar que existan diferencias en el
proceso de proliferaciéon celular. Diversos autores sugieren que cambios en este
proceso podrian estar relacionados con los cambios observados a nivel conductual

(Hellstrom et al. 2009).
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Fig. 4.2. La exposicidon neonatal a las radiaciones ionizantes induce una disminucién en
el nimero de neuronas del area CA1. (a) Secciones coronales de HP tefiidos con H-E a
4.5X y 40X. Las lineas verticales indican el ancho de la capa; (b) Gréfico con los valores
de nimero de células por campo (CA1. Ctl: 33.14 + 1.01; Rx: 27.00 + 0.88, ***p< 0.001.
(GD. Ctl: 41.00 *+ 2.94; Rx: 37.00 + 1.00, NS) Los datos fueron expresados como el
numero de células en 60000 um? en la regién CA1y 10000 um? en GD + SEM. Barra de
escala: 30 um. N=4.
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Los resultados mostraron una marca dispersa de DCX (doblecortina, marcador
de proliferacién), sin deteccién de precursores neuronales con procesos bien
desarrollados, tal como lo observan otros autores en ratas de la misma edad (Hwang
et al., 2008). No se encontraron diferencias significativas en la proliferacién entre

animales controles y Rx, Fig 4.4.

Porcentaje de células picnéticas
|

CA1 DG
Ctl 45+1.0 0.016 =+ 0.005
Rx 8.87 £ 0.97 ** 0.029 £ 0.015

Tabla. 4.3. Porcentaje de células picndticas. Los
animales expuestos a la radiaciéon presentaron
un aumento en el porcentaje de células
picndticas en el drea CA1. **p<0.01 con respecto
al control. Los datos fueron expresados como
promedio + SEM. N=4,
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Fig. 4.4. Inmunohistoquimica para DCX. (a) Imdagenes al microscopio 6ptico de la
inmunohistoquimica de DCX en GD. 25X. Barra de escala 30 um (b) Grafico
correspondiente a la cuantificacion de células en proliferacién. (Ctl: 35.60 + 2.76, Rx:
31.42 + 2.03). Los datos fueron expresados como promedio + SEM. N=4.
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Con el objetivo de definir qué tipo celular era el que presentaba los cambios en
el drea CA1, se utilizaron los marcadores NeuN (marcador de nucleos neuronales) y

GFAP (proteina gliofibrilar 4cida, marcador de células gliales) en cortes de HP.

Como se muestra en la Fig. 4.5, los nucleos condensados y picndticos
observados en los animales irradiados presentan una marca NeuN+, mientras que la
marca GFAP+ corresponde a astrocitos localizados principalmente en el striatum

radiatum.

Fig. 4.5. Los nucleos picnéticos y condensados en el drea CA1 corresponden a cuerpos
neuronales. Secciones coronales de HP tefiidos con H-E e inmunihistoquimica con el
marcador especifico neuronal NeuN y el glial GFAP a 40X. Las flechas sefialan células
picndticas. Barra de escala: 30um. N=4.

No se observé marca GFAP+ para astrocitos en la capa de células piramidales
de CA1, demostrando que las células picnéticas observadas corresponderian a cuerpos
neuronales.

Sin embargo, se observé que las ratas expuestas a la radiacidn presentaron una

disminucion en el area reactiva de las células GFAP+ (t=3.774, P<0.01, Fig. 4.6).
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Fig. 4. . Inmunohistoquimica para GFAP. (a) Imagenes al microscopio éptico de la
inmunohistoquimica de GFAP en el striatum radiatum del area CA1 del HP. 25X. Barra
de escala= 50 um; (b) Grafico correspondiente al analisis de porcentaje de area
reactiva (astrocitos GFAP+) (Ctl: 26.86 + 2.24, Rx: 13.85 + 2.64). **p<0.01 con respecto
al control. Los datos fueron expresados como promedio + SEM. N=5.

4.2. Las radiaciones ionizantes inducen una disminucién en los
niveles de ansiedad, con modificaciones en el sistema
GABAérgico

Resultados previos en nuestro laboratorio demostraron que las ratas expuestas
a la radiacién en el periodo neonatal presentaban una disminucién en las conductas
relacionadas con la ansiedad en el test de OF (Caceres et al., 2010). Este resultado

podria estar indicando cambios en componentes del sistema GABAérgico.

Por otro lado, este cambio en los niveles de ansiedad podria estar favoreciendo
los cambios en la memoria asociativa, evaluada a través del test de El (Caceres et al.,

2010, Martin Garcia et al., 2008).

La realizacion de otro test, el EPM, nos permitié confirmar los cambios en los
niveles de ansiedad y el estudio del sistema GABAérgico en los animales irradiados
permitid postular los mecanismos mediante los cuales se producirian los cambios a

nivel conductual.
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4.2.1. Los animales irradiados mostraron una menor ansiedad en el test de

EPM

El test de EPM nos permitié confirmar los datos obtenidos mediante el test de
OF. Las ratas irradiadas pasaron un mayor tiempo explorando los brazos abiertos con
respecto al control (t=3.631, P<0.01, Fig. 4.7), demostrando una disminucién de los

niveles de ansiedad.

4.2.2. El binding de receptores GABA, se encontré aumentado en el HP del

grupo Rx

Los datos obtenidos mediante el ensayo de binding nos proporcionaron una
idea de la fuerza inhibitoria del sistema GABAégico en el HP de las ratas irradiadas
neonatalmente. El grupo Rx presenté un aumento en el valor de Bmax de receptores
GABAa en sinaptosomas de HP (t=2.290, p< 0.05). De manera similar, el factor Kd
también fue afectado por las radiaciones ionizantes, observandose un aumento en

dicho valor (t=3.235, p< 0.01), Tabla 4.8.

**

%Tiempo en el brazo abierto
W
(=)
I

Ctl Rx

Fig. 4.7: Porcentaje exploracion de los brazos abiertos
durante el EPM (Ctl: 28.44 + 6.64; Rx: 56.59 + 3.05).
** p<0.01 con respecto al control. Datos expresados
como porcentaje de tiempo en los brazos abiertos con
respecto al total £ SEM. N=7.
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4.2.3. Los animales irradiados mostraron un aumento de los niveles de

GADgs.67

Conjuntamente con el aumento de receptores GABAA y un aumento en su

afinidad, las radiaciones ionizantes produjeron un aumento en la enzima que sintetiza

GABA en el HP. A los 30 dias post radiacién se observé un aumento en los niveles de

GADes-67 €n las ratas irradiadas (t=4.357, p<0.01, Fig. 4.9).

DO relativa GAD65-67/Actina

1.5+

1.0+

0.5+

0.0~

Bmax (fmol/mg proteina) Kd (nM)

Ctl 452.3 £ 20.7 0.95+0.07

Rx 832.5+296" 1.75 £ 0.26™

Tabla. 4. . Binding de receptores GABAa. Los Animales
expuestos a la radiacion presentaron un aumento tanto en
el valor de Bmax como en el valor de Kd. *p<0.05 con
respecto al control. Los datos fueron expresados como
promedio + SEM. N=6.

Actina — — ———

ctl R x

GAD — — w— . - 65/67 kDa

-40 kDa

Fig. 4.9. Las radiaciones ionizantes producen un aumento de los niveles de GADss.67
en el HP. Gréfico correspondiente al analisis de densidad éptica (DO) relativa a la
actina (Ctl: 0.293 + 0.043, Rx: 1.097 + 0.162). A la derecha, foto representativa de los
valores de GADes-67. **p<0.01 con respecto al control. Los datos fueron expresados
como promedio £ SEM. N=6
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4.3. Los cambios en la memoria asociativa observados a P30 tienen
su origen en eventos que ocurren a una edad mas temprana del

desarrollo

En la rata de 15 dias las conexiones en el HP aun no se han establecido, lo cual
sefiala un periodo de amplia plasticidad. Para profundizar en el entendimiento de los
mecanismos que subyacen a los cambios en la memoria asociativa, se decidié estudiar
a P15, edad en la cual aun no se encuentran establecidas las conexiones del HP, los

parametros que se encontraron alterados a P30.

4.3.1. Las ROS no presentaron cambios a P15

Datos previos de nuestro laboratorio mostraron que las ratas irradiadas
poseen un aumento en las ROS en el HP al P30 (Caceres et al, 2010). Dada la
implicancia de dichas especies como mediadoras de dafio en diferentes modelos,
resulta de suma importancia evaluar si este pardmetro se encuentra modificado a una
edad mads temprana. Sin embargo, los resultados demostraron que a la edad de 15
dias las ratas irradiadas poseen los mismos niveles de ROS que los animales controles,

Fig 4.10a.

4.3.2. A P15 no se observaron cambios en los niveles de proneurotrofinas

en el HP del grupo Rx

Los niveles de BDNF y de NGF en el HP de ratas irradiadas son semejantes a los

de los animales control (Fig. 4.10d y e).
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Fig. 4.10. Efectos de las radiaciones ionizantes sobre distintos pardmetros evaluados a
P15. Solo se observaron cambios en los niveles de PKCP1. (a) Especies reactivas de
oxigeno (Ctl: 0.187 £ 0.017, Rx: 0.160 + 0.014, NS, N=6). Sistema GABAérgico. (b) Tabla
con los valores de binding, N=6. (c) Niveles de GAD65-67 y foto representativa (Ctl:
0.724 + 0.152, Rx: 0.468 + 0.064, NS, N=6). Niveles de proneurotrofinas. (d) Niveles de
proBNDF y foto representativa (Ctl: 0.801 + 0. 75 Rx: 0.662 * 0.133, NS, N=6). (e)
Niveles de proNGF y foto representativa (Ctl: 0.730 + 0.128, Rx: 0.814 + 0.093, NS, N=6).
(f) Niveles de PKCB1 y foto representativa (Ctl: 0.439 + 0.120, Rx: 0.325 + 0.101, p<0.05,
N=6). *p<0.05 con respecto al control. Los datos fueron expresados como promedio +
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4.3.1. Los animales irradiados presentan una disminucién de PKCB1 a P15

A la edad de 15 dias, los valores de PKCB1 se encontraron disminuidos con
respecto a los valores control, siendo el Unico pardmetro que pareceria ser afectado

por las radiaciones ionizantes a esta edad (t= 0.684, p<0.05, Fig. 4.10f).

P15 P30

ROS $/C |

pkcpr | B |
proBDNF | S/C |

proNGF | S/C S/C

BND Yo 1

ANS s/D 1 |

GADs. ; | S/C T

CA1 s/D  Wpicnosis, DC
GD S/D s/C

GFAP S/D Wl marca GFAP+

Resumen parte 1

Cuadro comparativo con los principales efectos producidos por las radiaciones
ionizantes a las edades de P15 y P30. ANS: ansiedad. BND: Binding receptores GABA.
DC: desorganizacion de la capa. S/C: sin cambios con respecto al control. S/D: sin

datos para esta edad.
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PARTE 2

Neuroproteccién

En esta seccién se evaluara la funcién neuroprotectora de distintos farmacos

frente a los efectos producidos por las radiaciones ionizantes a P30.

4.4. El BE actia como neuroprotector frente a los cambios
producidos por las radiaciones ionizantes

Los estrdgenos comenzaron a ser utilizados debido a sus capacidades
neuroprotectoras, entre ellas, su capacidad de actuar como antioxidante. En
consecuencia, se procedié a evaluar el uso de BE como neuroprotector frente a los

efectos inducidos luego de la exposicién a la radiacién.

Uno de los principales efectos producidos por las radiaciones ionizantes es el
estrés oxidativo, manifestado como un aumento en los niveles de ROS, lo cual

constituye un punto en comun con varias enfermedades neurodegenerativas.

4.4.1. El BE administrado neonatalmente fue capaz de revertir la mayoria de

los cambios a nivel bioquimico y conductual observados a P30

4.4.1.1. Niveles de ROS

Los resultados muestran una interaccién entre los grupos tratamiento (Ctl vs.
Rx) x droga (vehiculo vs estradiol) (F1,20= 5.823, p<0.05). Al realizar el andlisis de
efectos simples, los niveles de ROS resultaron similares al control en el grupo Rx
tratado con BE (F 1,20= 11.02, p<0.01). El BE sélo tuvo efecto sobre el grupo Rx (Ctl vs
Ctl-BE, NS; Rx vs. Rx-BE, p < 0.001, Fig. 4.11a).

[ ]
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4.4.1.2. Conducta

Se observo una interaccién entre los grupos tratamiento x droga (F 1,25= 8.746,
p<0.01). El andlisis de efectos simples nos permitié determinar que el déficit en la
habituaciéon observado a los 30 dias de edad en las ratas irradiadas fue prevenido por
la administracién de BE, el cual no afectd la performance del grupo control (F 1,25=

11.90, p<0.01; Ctl vs. CtI-BE, NS; Rx vs. Rx-BE, p<0.001, Fig. 4.11b).

En el test de EPM se observd interaccidn entre los grupos tratamiento x droga
(F 1,23=5.823, p<0.05). El grupo Rx tratado con BE redujo el tiempo de permanencia en
los brazos abiertos (F1,23= 10.42, p<0.01; Ctl vs Ctl-BE, NS; Rx vs. Rx-BE p<0.01, Fig.
4.11c).

El aumento en la latencia de escape en el test de El por parte del grupo Rx, no
fue revertido en el grupo Rx-BE (F1,31= 0.49, NS; Ctl vs Ctl-BE, NS; Rx vs. Rx-BE, NS, Fig.
4.11d)

4.4.1.3. PKCBI

Similarmente, la actividad de PKC, proteina que estd involucrada en los
procesos de memoria asociativa y que estd aumentada en el grupo Rx, no presentd
cambios en el grupo Rx-BE (F1,16= 0.17, NS; Ctl vs Ctl-BE, NS; Rx vs. Rx-BE, NS, Fig.
4.11e).

Al analizar la isoenzima PKCPB1, cuyos niveles aumentaron luego de la
radiacidn, se observd que los niveles retornan a los niveles control en el grupo Rx-BE

(F1,18= 1.51, NS; Ctl vs Ctl-BE, NS; Rx vs. Rx-BE, p<0.01, Fig. 4.11f).
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4.5. El BE podria ejercer su accién a través de distintos mecanismos

El hallazgo de valores normales de ROS a P30 en los animales Rx-BE, nos
condujo a postular la hipdtesis de que los efectos neroprotectores del BE podrian
deberse a un mecanismo antioxidante. Sin embargo, no se deberia descartar la

participacion de los RE en la neuroproteccién por BE.

Por lo tanto, resultd interesante determinar si la neuroproteccién ejercida por
BE era efectivamente mediada por un mecanismo antioxidante o si los RE eran
también participes de esta accion. Para ello se evaluaron los mismos pardmetros que
fueron revertidos con el uso de BE en animales que recibieron ok, un isémero del BE
con una muy baja unidn al receptor y dos agonistas selectivos de los RE, PPT (agonista

REa) y DPN (agonista REf), Fig. 4.12.

17 estradiol 17 estradiol
(BE) (aE)

OH
4
HO

OH

N~
N

HO. I
C

Hy

OH

propyl pyrazole triol diarylpropionitrilo
(PPT) (DPN)

Fig. 4.12. Farmacos utilizados. oE es un
esteroisdmero del BE con muy baja union al receptor
estrogénico. PPT es agonista REa y DPN es agonista
REP.
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Al analizar los niveles de ROS, se observé interaccion para tratamiento x droga
con todas las drogas utilizadas (oE: F 128 = 27.15, p<0.001; PPT: F 1,29 = 15.15, p<0.001;
DPN: F 1,9 = 31.0, p<0.001). Los grupos Rx tratados con oE, PPT y DPN no presentaron
un aumento en los niveles de ROS luego de la radiacion (aE: F 128 = 5.909, p<0.05;
PPT: F 1,20 = 52.64, P<0.001; DPN: F 1,29 =14.52, P<0.01, Ctl-aE vs. Rx-aE, Ctl-PPT vs. Rx-
PPT, Ctl-DPN vs. Rx-DPN, NS, Fig. 4.13a).

Resultados similares fueron observados con respecto a la conducta de
habituacion, dado que los efectos de la radiacion pudieron ser prevenidos mediante la
administracion de las drogas. Se observd Interaccion tratamiento x droga en todos los
casos (aE: F 1,19 = 5.609, p<0.05; PPT: F 118 = 5.799, p<0.05; DPN: F 1,19 = 7.742,
p<0.05). Los grupos Rx tratados con droga no difirieron de los controles con droga (oE:
F 1,19 = 5.157, P<0.05; PPT: F 1,13 = 64.41, P<0.05; DPN: F 119 =8.598, P<0.01; Ctl-a.E vs.
Rx-oE, Ctl-PPT vs. Rx-PPT, Ctl-DPN vs. Rx-DPN, NS, Fig. 4.13b).

Sin embargo, el grupo Rx-PPT, siguié presentando una disminuciéon en la
ansiedad en el test de EPM, a diferencia de los grupos Rx tratados con o.E y DPN que
mostraron niveles de ansiedad semejantes al control. Sélo se observé interaccién en
los grupos que recibieron oE (F 1,18 = 5.393, p<0.05), (atE: F 1,18 = 5.244, p<0.05; PPT: F
1,17 = 29.37, p<0.001; DPN: F 1,19 =19.62, p<0.01, Ctl-aE vs. Rx-olE, NS; Ctl-PPT vs. Rx-
PPT, P<0.001; Ctl-DPN vs. Rx-DPN, NS. Fig. 4.13c).
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ROS
OF
EPM
El
A-PKC
PKCP1

Resumen parte 2

* o+ 4T
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PPT DPN
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*
*

Cuadro comparativo sobre neuroproteccién a P30. A-PKC: Actividad de PKC. * : La

droga fue capaz de prevenir los efectos de las radiaciones ionizantes. ®: Sin capacidad

neuroprotectora.
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Discusi n

Los resultados de este trabajo muestran que las radiaciones ionizantes
aplicadas neonatalmente son capaces de inducir cambios a nivel conductual, los cuales
surgirian como resultado de alteraciones a nivel histolégico y molecular. Las mismas
ocurririan en una ventana de oportunidad entre el momento de la exposicién y el dia
P30, generandose un nuevo estado adaptativo. Mas aun, estos resultados demuestran
que es posible proteger al SNC en desarrollo y prevenir los cambios encontrados
mediante la utilizacion del BE, un farmaco que actuaria como neuroprotector

mediante multiples mecanismos.

Efectos de las radiaciones ionizantes

5.1. La PKC podria estar favoreciendo la sobrevida de las células

hipocampales mediante su accién sobre las proneurotrofinas

Los resultados de este trabajo muestran que la PKCB1 podria ser una de las
isoenzimas que contribuye al aumento de la actividad total de PKC observada en los
animales Rx (Caceres et al., 2010). Mas aun, podria sugerirse que dicho incremento
seria responsable de generar la disminucidén en los niveles del precursor de BDNF, el
proBDNF, observada en la misma estructura, con la intencién de disminuir los efectos
antiapoptodticos que podrian gatillarse como consecuencia de un aumento de estrés

oxidativo (Sun et al., 2009).

Distintos autores postulan que la isoforma PKCB1 puede ser up-regulada por las
ROS (Knapp y Klann, 2002; Jung et al., 2004). En consecuencia, el hallazgo de altos
niveles de estas especies en el HP de animales a P30 (Caceres et al., 2009) sugiere que
el aumento de los niveles de esta isoforma podria ser gatillado por un aumento
temprano de estrés oxidativo inducido por las radiaciones ionizantes y, en un circuito
de retroalimentacion positiva, se estimularian mutuamente (Inoguchi et al., 2000;

Knapp y Klann, 2002; Jung et al., 2004).
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Segun los datos derivados de la bibliografia, resulta controversial el rol
desempeiiado por la PKC en los organismos vivientes, dado que su activacién puede
resultar en un efecto neurotréfico o neurotdxico, dependiendo del tipo de célula y de
las condiciones experimentales (Tomimatsu y Arakawa, 2008). Si bien varios estudios
han sugerido que la activacion de PKC estaria involucrada en la generacion de muerte
neuronal (Mattson, 1991; Kharlamov et al., 1993), la pérdida de su actividad también
podria ser un paso esencial en la muerte celular por excitotoxicidad (Durkin et al.,
1997). Los resultados opuestos surgidos de estos estudios estan relacionados con los
distintos mediadores involucrados en las diferentes vias que se activan y los roles que
cada isoforma de la PKC cumple en el mantenimiento de la sobrevida neuronal
(Koponen et al., 2000). Por ejemplo, en las neuronas del ganglio espiral de Corti, la
activacion de PKC es capaz de promover la sobrevida y crecimiento de neuritas a través
de la activacion de las vias PI3K/Akt y MEK/ERK (Lallemend at al., 2005). Por otro lado,
en varias lineas celulares la PKC mostrd jugar un rol en la fosforilacién de Bcl-2
mitocondrial y en la subsiguiente supresién de la apoptosis (Ito et al., 1997; Ruvolo et
al., 1998). En nuestro modelo de irradiacidn, la PKCB1 pareceria estar involucrada en el
mantenimiento de los altos niveles de ROS, por lo que estaria cumpliendo un rol
neurotéxico en el HP, aunque es este mismo aumento de PKCPB1 el cual también

estaria favoreciendo a la mejora en la performance del test de El.

Wu et al., (2007) demostraron que una up-regulation de PKCPB1 podria ser
responsable, en parte, de una mejora en la memoria y aprendizaje en un modelo de
estrés prenatal. Por otro lado, se ha reportado que la exposiciéon prenatal a heroina
deteriora la memoria y bloquea la translocacién de PKCB1 en el HP de ratén (Huleihel y
Yanai, 2006). Dado que al dia P30 se observa un aumento en los niveles de PKCB1
conjuntamente con una mejora en la performance en el test de El en los animales
irradiados (Caceres et al., 2010), la hipdtesis de que los cambios en PKCB1 podrian
afectar la memoria asociativa es respaldada por los resultados presentados en esta

tesis.

Las neurotrofinas han estado, desde sus inicios, asociadas a la promocion de la
supervivencia celular (Davies, 1994; Sun et al., 2009). Por el contrario, sus precursores,
las proneurotrofinas, han sido consideradas funcionalmente inactivas hasta que se
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obtuvo evidencia de que eran capaces de promover la apoptosis a través de la
activacion del receptor de neurotrofinas p75 (p75NTR) (Lee et al., 2001). De esta
manera, la activacién del BDNF sobre su receptor TrkB y la de proBDNF sobre el p75
ejercerian efectos opuestos sobre la plasticidad sindptica (Lu et al., 2005). En
consecuencia, se postuldé que el clivaje de neurotrofinas podria constituir un

importante mecanismo de regulacién en el SNC (Lu y Martinowich, 2008).

El clivaje del proBDNF es regulado en el SNC de una manera especifica y es
dependiente del contexto celular (Koshimizu et al., 2009).De acuerdo a lo reportado
por Perovic et al. (2012), el hallazgo de un déficit en la sefializacién mediada por
neurotrofinas se relacionaria con la observacion de una disminucién en la expresién
del receptor Trk, lo cual estaria acompafiado por bajos niveles de los dos principales
efectores rio abajo, pAkty PKC (Perovic et al., 2012). Siguiendo este razonamiento, se
podria hipotetizar que un potencial aumento de la sefializacién surgido luego de la
disminucion del precursor, como se observa en nuestro modelo, podria estar
generando un aumento en los niveles de PKC 1. Sin embargo, no se deberia descartar
gue el aumento de actividad de PKC observado en el HP de animales irradiados sea el
responsable de la posterior disminucion de pro-BDNF, a través de un mecanismo

antiapoptodtico (Sun et al., 2009; Arévalo y Wu, 2006).

En resumen, nuestros resultados muestran que las ratas irradiadas de P30
presentan una disminucion de los niveles proBDNF sin cambios en los niveles de
proNGF. Teniendo en cuenta que en nuestro modelo de irradiacion neonatal los
niveles de PKCB1 estan elevados a P30, se podria sugerir que la disminucién de los
niveles de proBDNF podria deberse a un aumento en la conversidon de proBDNF a la
forma madura. Mds aun, esta conversidn podria estar evitando que se sume un
componente apoptdtico al sistema, impidiendo la unién de la proneurotrofina al
p75NTR y favoreciendo de esta manera la supervivencia celular frente a los altos
niveles de ROS que se encuentran presentes en el HP del grupo Rx. Finalmente, el
aumento de PKCB1 en el HP conjuntamente con el potencial aumento de la conversidon
de proBDNF a la forma madura podrian estar favoreciendo a los cambios en la

memoria asociativa observados en las ratas irradiadas, dada la participacidon de esta
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isoforma en los mecanismos de formacion de este tipo de memoria (Caceres et al,

2010).

5.2. Los cambios a nivel histolégico podrian deberse a un

desbalance homeostatico

Los resultados presentados en este trabajo muestran la existencia de nucleos
picnéticos en la capa CAl1l del HP de los animales Rx, sugiriendo una considerable
radiosensibilidad de dicha estructura. Si bien dichas células dafadas corresponden a
neuronas, el nimero de células gliales también se encuentra disminuido, sugiriendo
una falta de soporte trofico para las neuronas. Dado que diversos autores han
propuesto que la existencia de alteraciones histolégicas puede subyacer a cambios
conductuales, se podria sugerir que estas alteraciones podrian estar mediando las
alteraciones en la memoria de habituacién observadas previamente en animales Rx

(Caceres et al., 2009).

Es importante resaltar que en ratones y ratas adultas, expuestos a 10Gy de
radiaciones ionizantes, diferentes autores reportaron minimos dafios en la capa CA1l
del HP (Raber et al., 2004; Erkal et al., 2006), sugiriendo que el cerebro adulto seria
mas resistente a la injuria por radiacion que el SNC en desarrollo (UNSCEAR, 1993;
Fushiki, 2013). En contraste, en los pocos trabajos en los cuales se usaron animales
inmaduros, tanto en el periodo prenatal como luego del destete (P21), la exposicidon a
3 u 8Gy generd grandes cambios en la capa CAl, tales como desarreglo de la
estructura laminar de las células piramidales y reducciéon de las células granulares en el
HP dorsal (Schmitz et al., 2005; Czurké et al., 1997; Rola et al., 2004). Dado que hemos
encontrado cambios significativos en el nimero de células en la capa CA1 del HP, estos

reportes apoyan nuestros hallazgos.

La ausencia de cambios en el numero de células del GD puede deberse a que
ésta es un area capaz de generar neuronas nuevas durante toda la vida. En

consecuencia, si bien podria haber ocurrido muerte celular en el periodo comprendido
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entre la irradiacion y la realizacion del corte histolégico (P30), el evento seria mas

dificil de ser detectado.

Los nucleos picnéticos, encontrados sélo en la capa CA1l, corresponden a
células que han sido identificadas como neuronas, sugiriendo un dafio selectivo. La
persistencia de estos nucleos picnéticos aun 30 dias luego dela exposicion a la
radiacion podria deberse a una falla en el sistema de remocién de las células dafadas.
Se sabe que el proBDNF funciona como un ligando enddgeno para p75NTR
(Hempstead et al., 1991), el cual es dinamicamente regulado en el daifo cerebral,
sugiriendo un rol plausible de las proneurotrofinas en la eliminacion de células
dafiadas que expresen p75NTR (Lu et al., 2005). En consecuencia, la disminucién en los
niveles de proBDNF observada en el HP de animales Rx podria estar favoreciendo la

persistencia de los nucleos picnéticos.

Por otro lado, los resultados presentados mostraron que los astrocitos también
fueron afectados por las radiaciones ionizantes. La principal funcién de estas células
gliales es la de proveer al SNC de una adecuada homeostasis a nivel molecular
(regulacién de la concentracién de iones, neurohormonas y neurotransmisores;
Danbolt, 2001), metabdlico (suplemento de lactato a las neuronas; Magistretti, 2006),
celular (neurogénesis, Alvarez-Buylla et al.,, 2006) y morfolégico (migracion celular
durante el desarrollo; Nedergaard et al., 2003). Los astrocitos pueden entonces ser
definidos como “células neurogliales homeostaticas”. La pérdida de la funcién
homeostatica astroglial puede conducir a una pérdida aguda de neuronas en insultos
agudos como la isquemia, mientras que una disfuncion sutil de astrocitos durante
largos periodos puede contribuir a estados epilépticos y a una pérdida progresiva de
neuronas en el caso de las enfermedades neurodegenerativas (Verkhratsky et al.,
2012). De esta forma, un desbalance homeostdtico inducido por la disfuncién
astrocitica podria estar favoreciendo los cambios observados a nivel de la capa CA1l en

nuestro modelo.

La disminucién en la marca GFAP+ para astrocitos en la capa CA1 del HP de
ratas irradiadas sugiere la existencia de astrodegeneracion, la cual podria ser, en parte,

producida como consecuencia del aumento de estrés oxidativo que se observa en los
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animales Rx a P30. Diversos autores reportaron que la astrodegeneracion glial afecta la
homeostasis cerebral y favorece la excitotoxicidad (Verkhratsky et al., 2012). La
encefalopatia de Wernicke es un ejemplo de astrodegeneracion, en la cual también se
observa una disminucién en la expresion de GFAP (Hazell et al., 2009) y donde el
principal mecanismo postulado que causa excitotoxicidad y muerte neuronal es una

falla en la recaptacion de glutamato.

En consecuencia, se podria hipotetizar que el desbalance en la homeostasis
cerebral podria generarse a raiz del estrés oxidativo gatillado por la irradiacién, lo cual
podria estar desencadenando, al menos en parte, la disminucidon del nimero de

neuronas piramidales del drea CAL.

5.3. Los cambios en el sistema GABérgico subyacen los cambios a

nivel conductual

Las ratas expuestas a la radiacion mostraron una disminucién en los niveles de
ansiedad, lo cual fue observado mediante el test de EPM. Estos resultados concuerdan
y refuerzan los resultados obtenidos previamente en el test de OF (Caceres et al.,

2010).

Se podria sugerir que la disminucién en los niveles de ansiedad observada en
los animales Rx, indicativo de bajos niveles de reactividad emocional, podria subyacer
a los cambios en la performance de estos animales en el test de El (memoria
asociativa, Caceres et al., 2010). Mas aun, diversos autores han hipotetizado que una
conducta ansiogénica podria interferir con el aprendizaje de ciertas tareas (Martin
Garcia et al.,, 2008). Por lo tanto, una conducta “ansiolitica” como la observada en
nuestros animales Rx “ beneficiaria" ciertos aprendizajes, apoyando los presentes

resultados.

Nuestros datos sugieren que el aumento en la afinidad y densidad de
receptores GABAa en el grupo Rx a P30 podria tener una relaciéon causal con los

resultados observados en el EPM y que ambos, en conjunto, podrian estar
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contribuyendo a los cambios en la memoria asociativa. Martin Garcia et al. (2008)
demostré que el finasteride, un inhibidor de la a5 reductasa, deteriora la performance
en el test de El en animales adultos, ademds de inducir comportamientos
ansiogénicos. Otras evidencias indican que el HP, independientemente de su rol en
memoria y aprendizaje, cumpliria un rol importante en procesos de comportamiento

emocional y ansiedad (Bannerman et al., 2004).

Mads aun, los cambios en el binding de los receptores GABAa observados en el
grupo Rx, asi como el incremento en los niveles de la enzima de sintesis de GABA en el
HP, la GAD, sugieren que el sistema GABAérgico podria estar involucrado en los
mecanismos patofisioldgicos gatillados por la radiacién ionizante. En consecuencia, se
podria postular que la exposicién a la radiacién estaria provocando una estimulacion
de la neurotransmision GABAérgica. Esto podria desencadenarse como respuesta
antagonica a alglin cambio farmacolégico previo, inducido por la misma radiacién a
una edad mas temprana, lo que daria como resultado un tono “excesivamente”
inhibitorio a P30, provocando asi la disminucidn en los niveles de ansiedad (Clarkson et

al., 2010).

Por otro lado, se debe considerar que los circuitos neuronales en el cerebro
inmaduro son excitatorios de manera dominante hasta aproximadamente el dia P21-
P22 debido al desarrollo tardio de los circuitos inhibitorios (Depino et al., 2008). Por lo
tanto, no se puede descartar que el aumento en la densidad de los receptores GABA vy
su afinidad, asi como el incremento en los niveles de GAD a P30, puedan estar
contrarrestando una exacerbada sinaptogénesis excitotdxica inicial inducida por la
exposicidn a la radiacion. Por consiguiente, se trataria de una respuesta compensatoria
tardia del sistema GABAérgico a un agente nocivo, que luego conduciria a un
incremento en la inhibicion conductual, en lugar de ser una alteracion primaria de las

radiaciones ionizantes sobre el sistema GABAérgico.

Mas aun, debido a que la homeostasis de GABA durante el desarrollo
contribuye a configurar los niveles de ansiedad en la adultez, se podria proponer que
el excesivo numero de receptores GABA observado en el HP de animales Rx fracasa en

el establecimiento de los niveles “normales” de ansiedad. En consecuencia, el efecto
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ansiolitico inducido por la exposicion a las radiaciones ionizantes podria estar
relacionado con un aumento en la liberacion de GABA a través del aumento de los
niveles de GAD (Tien-Hsiung et al., 2011), sugiriendo que la sintesis de GABA
presinaptico podria estar aumentada. Estos resultados concuerdan con lo observado
por Kash et al. (1999) quien encontrd que los ratones deficientes en GAD65 exhiben un
aumento en la conducta relacionada a la ansiedad en el test de OF y en el EPM.

Con la obtencion de estos resultados hemos podido demostrar que la reaccion
a claves emocionales (EPM) y la capacidad de aprender experiencias asociadas con
estimulos emocionales como castigo (El) son conductas que se ven afectadas por la
exposicién a la radiacion. Mas aun, se podria sugerir que el estrés inducido por una
situacion aversiva (shock eléctrico al final de la sesion de entrenamiento en El), podria
interactuar con los niveles bajos de ansiedad, dando como resultado una mejora en la

performance.

Poco se sabe acerca de los mecanismos endégenos mediante los cuales las
neuronas controlan las propiedades funcionales de los subtipos de receptores GABAa
para mediar la inhibicion. Se postula que algunos de los posibles mecanismos
involucran las modificaciones post traduccionales de los receptores (Abramian et al.,
2010). De acuerdo a estos autores, la fosforilacién de residuos clave en ciertas
subunidades de los receptores GABAa es capaz de regular la forma en la que los
receptores interactian con los complejos proteicos responsables de su endocitosis e
insercion en la membrana celular. Por ejemplo, la PKC puede aumentar tanto la
fosforilacion como la estabilidad en la membrana de la subunidad a4 del receptor
GABAa en el HP, un fendmeno que podria correlacionarse con un aumento en la

inhibicién (Song y Messing, 2005; Mou et al., 2011).

Dado que existen datos experimentales que demuestran que los receptores
GABA pueden asociarse directamente con la isoforma PKCP3 en neuronas (Brandon et
al., 2000, 2002), se podria sugerir que un aumento en los niveles de esta isoforma
podria subyacer a un aumento en la densidad de receptores GABA y un aumento en la
neurotransmisién GABAérgica. Por lo tanto, el aumento en la actividad de la PKC
observada en el HP de animales Rx, asi como también el aumento en los niveles de

PKCB1, podrian estar cumpliendo un rol clave en los cambios observados en el sistema

[ 1]



Discusi n

GABAérgico. Los resultados presentados apoyan esta hipotesis, dado que hemos
encontrado que la PKCB1 aumenta en paralelo con el aumento de receptores GABAA.
La actividad de esta enzima favoreceria una respuesta de las neuronas GABAérgicas
hacia las alteraciones inducidas por la radiacion, ajustando el tipo y numero de

receptores GABAA y aumentando de esta manera el tono inhibitorio.

En resumen, las vias que contribuyen a la correcta manifestacién de conductas
relacionadas con la ansiedad pueden ser bloqueadas, atenuadas o desorganizadas
durante el desarrollo debido a injurias o influencia de agentes fisicos como las
radiaciones ionizantes. En consecuencia, el aumento en la afinidad y densidad de
receptores GABAa gatillado por un aumento de la PKC, asi como el aumento de GAD en
el HP, podria determinar los niveles bajos de ansiedad observados en el EPM vy el

consecuente cambio en la performance en el test de |E.

5.4. El cambio en los niveles de PKCB1 a P15 seria el origen de las

alteraciones a observadas a P30

Los resultados muestran que la exposicién a la radiaciéon ionizante neonatal
induce una disminucidn inicial en los niveles de PKCP1, observado 15 dias luego de la
exposicién, siendo el Unico parametro que presenta diferencia a esta edad en el grupo
irradiado con respecto al control. Estos resultados sugieren que los cambios a nivel
conductual a P30 podrian tener su origen en una alteracién especifica dentro de una
ventana de oportunidad entre P15 y P30. Se podria postular que estos cambios
podrian estar manifestandose en este periodo debido a que al dia P28 comienzan a

establecerse las conexiones finales que van a dar origen a un cerebro adulto.

El hallazgo de una disminucidn inicial en los niveles de PKCPB1 hipocampal (P15)
sin cambios en los niveles de ROS, sugiere que la radiacidon ionizante actuaria
primariamente sobre la PKC, induciendo un déficit en los niveles de esta isoforma,
probablemente actuando a través de un mecanismo independiente de la formacién de

ROS. La subsecuente up-regulation de PKCP1 podria ser gatillada con el objetivo de
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contrarrestar el dafo potencial que pudiera resultar de este desbalance. Se necesitan

mas experimentos para confirmar esta hipotesis.

Neuroproteccién

5.5. El BE estaria mediando su neuroproteccién tanto a través de un

mecanismo antioxidante como de uno mediado por receptor

Los resultados demuestran que el tratamiento con BE en el periodo perinatal
fue efectivo en prevenir la disminucién en los niveles de ansiedad, el déficit en la
memoria de habituacidn y los niveles altos de ROS en el HP de animales de P30. Sin
embargo, la administracién de BE no logré prevenir el aumento en la actividad total de
PKC. Se podria sugerir que la falta de eficacia del BE sobre la PKC podria deberse a
una accion diferencial sobre las diferentes isoenzimas. Efectivamente, al analizar los
valores de PKCP1, se observé que el tratamiento logré prevenir el aumento de esta
isoforma. Estos resultados sugieren que la PKCPB1 seria una de las isoformas que
contribuiria al aumento de la actividad total de PKC pero no la Unica, ya que la
actividad total se mantiene elevada aun después de la normalizacién en los niveles de

PKCB1.

En contraste con los niveles bajos de ansiedad observados en las ratas
irradiadas, los animales que fueron tratados con BE tuvieron niveles de ansiedad
semejantes al control. Esto podria sugerir que el BE induciria un aumento en los
niveles de ansiedad para recuperar los valores normales. Esta hipdtesis es respaldada
por los resultados obtenidos por Arabo et al. (2005), quienes demostraron que el BE
administrado en el estadio intrauterino es capaz per se de aumentar los niveles de
ansiedad en la adultez. Por el contrario, cuando el estradiol fue administrado a ratas
adultas, se observé una disminucién en la ansiedad (Zhang et al., 2009; Walf y Frye,
2010). Cuando las ratas sin irradiar fueron tratadas con estradiol en el periodo

perinatal y testeadas en la adultez, no se observaron cambios en los niveles de
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ansiedad al compararlos con el grupo control. Esto sugiere que esta hormona podria
actuar en periodos especificos, modificando diferencialmente el nivel de ansiedad y
dependiendo de la existencia de una injuria. En consecuencia, se podria postular que
los estréogenos administrados neonatalmente ejercerian una accién organizacional o de
diferenciacién sobre el cerebro, lo cual seria capaz de generar un comportamiento
especifico en la adultez. Sin embargo, cuando el estradiol es administrado en la

adultez, desempeiiaria un rol activacional.

De acuerdo a Gillies y McArthur (2010), cuando una injuria se interpone en el
periodo neonatal, pareceria que los estrégenos tienden a restablecer la organizacién
cerebral normal, substituyendo el rol organizacional por uno activacional, para
alcanzar de esta manera los niveles normales. En otras palabras: en el cerebro dafiado
la administracion de estrégenos produciria una recapitulacién de ciertos procesos del
desarrollo con el objetivo de promover la proteccién, la reparacion y la recuperacion,
motivo por el cual sélo ejerceria su accion neuroprotectora ante la existencia de una

injuria.

Finalmente, la literatura muestra ciertas discrepancias con respecto a la dosis
Optima de estradiol necesaria para obtener un efecto neuroprotector, tanto in vitro
como in vivo. Esto puede ser debido, en parte, a las diferentes concentraciones
hormonales requeridas en las distintas areas en los diversos estadios del desarrollo. De
hecho, autores como Prokai et al. (2003) demostraron que niveles moderados de
estradiol pueden ejercer acciones neuroprotectoras mediante un mecanismo
antioxidante in vivo. Por otro lado, se han observado acciones neuroprotectoras,
independientes del RE, utilizando concentraciones fisiolégicas de andlogos de
estrégenos que no se unen a los REs (Liu et al., 2002). Bajo las condiciones
experimentales utilizadas en nuestro modelo, se han encontrado concentraciones
farmacoldgicas (por encima del rango fisioldgico) en suero 30 min después de la
primera administracion subcutdnea de 50ug/Kg de BE. Dicha concentracién fue, en
promedio, de 1975 + 22 pg/mL sobre el nivel basal, siendo también la concentracién
media que estaba presente al momento de la exposicidn a la radiacidén. Este valor es

comparable con los niveles encontrados en suero de animales tratados con estradiol
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sujetos a una injuria isquémica (Sandstrom y Rowan 2007) y en animales intactos

(MacLusky et al., 2005).

Aunque la administraciéon de BE no fue efectiva en modificar las alteraciones
observadas en animales Rx en el test de El, la falta de habituacion a un OF (Caceres et
al., 2010) en el grupo Rx fue contrarrestada con el tratamiento de BE. Estos resultados
contrapuestos pueden atribuirse a las multiples vias de sefializacién involucradas en la
consolidacion de la memoria de habituacidon en contraste con las necesarias para un
test aversivo. La interferencia sobre una de las multiples vias involucradas en la
memoria de habituacion podria ser suficiente para contrarrestar los cambios en este
tipo de memoria, mientras que en un test aversivo seria mas dificil contrarrestar el

cambio inducido por un agente exdgeno (Vianna et al., 2001).

Los mecanismos moleculares que podrian explicar la accidn neuroprotectora de
los estrégenos incluyen a las acciones gendmicas mediadas por receptor (Sawada y
Shimohama, 2000; Zhao et al.,, 2004), las acciones no gendmicas mediadas por
receptor (Yu et al., 2004) y las acciones no gendmicas independientes del receptor.
Estas ultimas se refieren a las propiedades antioxidantes relacionadas con su
estructura molecular (Daré et al., 2000; Prokai et al., 2003). Los efectos antioxidantes
independientes del receptor parecen depender principalmente de un mecanismo
directo de barrido de radicales libres, aunque ciertos mecanismos indirectos, como la
regulacion de enzimas antioxidantes (Garcia-Segura et al., 2001), y el quelado de iones

metalicos (Ruiz-Larrea et al., 1995) estarian también operando.

Los resultados muestran que no se producen cambios en los niveles de ROS
luego de tratamiento con BE en los animales irradiados, sugiriendo que es posible que
altas concentraciones de estrégenos en un modelo in vivo puedan mediar una accién
scavenger de manera directa (Prokai-Tatrai et al., 2008). Es posible que los niveles
farmacoldgicos de estradiol, que permanecen elevados al momento de la irradiacién,
sean responsables de la accién neuroprotectora. Sin embargo, la severidad de la lesién
y la ruta de administracion pueden ser también factores determinantes de la

concentracion de hormona requerida para contrarrestar la injuria.
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Para confirmar la hipotesis de que el BE podria estar actuando mediante un
mecanismo antioxidante, se utilizd el oE, un isémero dptico del BE que es 40 veces
menos potente sobre los REs que es un compuesto natural que existe durante el
embarazo en humanos (derivado de epistestosterona). Muchos autores reportaron
qgue el aE es capaz de unirse eficientemente a los REs in vitro, incluyendo el receptor
selectivo X (Toran-Allerandet al., 2004). En contraste, otros autores describen que el
oE es un isémero inactivo sobre los RE cuando se realizan ensayos in vivo (Yi et al.,
2008), ya que sugieren que la abundancia de acidos grasos en el SNC puede interferir
con la union del aE con los REs (Yi et al., 2011). Debido a que el presente experimento
fue realizado in vivo, se considerd al aE como un isdmero que se une pobremente a los

REs.

Si bien con menos diferencia significativa que el BE, el aE resultd ser efectivo
en varios de los pardmetros medidos. Teniendo en cuenta (i) la débil accidon del oE
sobre los REs; (ii) que tanto el oE como el BE tienen similares efectos
neuroprotectores; (iii) y que los niveles de ROS fueron eficientemente restituidos, se
podria sugerir que el BE podria estar actuando, al menos en parte, mediante un
mecanismo antioxidante independiente de los REs, apoyando los resultados de Prokai
y Simpkins (2007), McClean y Nuiez (2008) y Yi et al. (2008). Sin embargo, no se
deberia descartar que ambos mecanismos, antioxidante y mediado por RE, estén

actuando en simultaneo para ejercer la neuroproteccion.

Para dilucidar una posible participacion de los REs en el mecanismo de
neuroproteccion del BE, se utilizaron dos agonistas selectivos de los REs, el PPT
(agonista REa) y el DPN (agonista REB). La normalizacion de los niveles de ROS en el
grupo Rx observada luego de la administracion de los agonistas selectivos sugiere que
los RE estarian participando en la accion antioxidante. Esto concuerda con los trabajos
de Connnell y Saleh (2011), quienes sugieren que el DPN puede actuar en areas
isqguémicas como antioxidante o aumentando las capacidades antioxidantes de las
células, estando esta accidon relacionada con la activacion del RE. La activacion de
ambos receptores, REa o REf, es capaz de restituir la eficiencia funcional de la

mitocondria en el cerebro en casos de injuria, ya que se produce un aumento en el
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transporte de electrones y una reduccion del dafio por estrés oxidativo. Estos datos
indican que el PPT y el DPN podrian regular directa e independientemente la funcién
mitocondrial, incluyendo el aumento en la respiracién mitocondrial, la actividad de la

COX y una rdpida eliminacién del exceso de peroxidacién lipidica (Irwin et al., 2012).

Los niveles de ansiedad observados en el EPM permanecieron semejantes a los
niveles control solo en los animales irradiados tratados con DPN. Esto sugiere una
participacion del REP en la neuroproteccion mediada por estrégenos sobre conductas
relacionadas a la ansiedad. Resultados similares fueron obtenidos por Lund et al.
(2005) con hembras ovacteriomizadas. Es importante sefialar que el REB estd
criticamente involucrado en la regulacidon de comportamientos no reproductivos y del
desarrollo del SNC, incluyendo la plasticidad sindptica en la amigdala basolateral y el
procesamiento de conductas emocionales (Krezel et al., 2001). Existe la posibilidad de
que la accién del DPN como ansiolitico no sea enteramente mediada por el REJ. El DPN
podria estar actuando de manera similar a las benzodiacepinas, reforzando la
transmisién de los receptores GABAa o como agonista del receptor de serotonina,
actuando de manera similar a las principales drogas empleadas en el manejo de
estados de ansiedad. Sin embargo, la habilidad del tamoxifeno de bloquear las
acciones ansioliticas del DPN sugiere que el RE[ estaria mediando estos efectos,
apoyando la hipotesis de que el REB es un factor critico en la regulacién de las

conductas relacionadas con la ansiedad (Lund et al., 2005).

Cuando se evalué la memoria de habituacién, tanto el PPT como el DPN fueron
efectivos en prevenir los cambios en este tipo de memoria. Esto es congruente con la
capacidad del estradiol de inducir un aumento en las espinas dendriticas y las sinapsis
en el HP, proceso que es mediado por los REs (McEwen et al., 1999), lo cual estaria
favoreciendo al restablecimiento de la conducta normal. Si bien el DPN parece no
producir efectos significativos sobre estas estructuras, el PPT fue capaz de inducir el
mismo aumento que el estradiol sobre la sinaptogénesis en regiones especificas del HP
(Murakami et al., 2006). Estos estudios revelan que el REa jugaria un rol funcional

critico en la sinaptogénesis hipocampal (Jelks et al., 2007).
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Dado que el REf parece ser importante en la funcién de los astrocitos, tanto en
condiciones patoldgicas como fisioldgicas, se ha sugerido un importante rol del REP en
la mantencién del nimero de neuronas y células gliales en el SNC, lo que podria estar
favoreciendo los efectos neuroprotectores del DPN en este modelo. Mdas aun, es
probable que la respuesta fisioldgica al estradiol en diferentes areas sea influenciada
por la expresion diferencial de los REa y REP en astrocitos y neuronas (Wang et al.,

2000).

La dosis utilizada de los agonista selectivos de REs en este trabajo es superior a
la dosis de estradiol utilizada, lo cual ha sido también reportado previamente por otros
autores (Saleh et al., 2001; Saleh et al., 2001b). El requerimiento de una dosis mayor
indicaria que la activacion de ambos subtipos de receptores al mismo tiempo por parte
del estradiol produciria un efecto sinérgico sobre los mecanismos de neuroproteccion
activados. Ademds, se podria sugerir que el estradiol podria poseer una mayor
capacidad antioxidante o actividad de secuestrador de radicales libres que los
agonistas selectivos DPN y PPT. Esto sugiere que cada RE protegeria de una manera
selectiva y diferencial frente a los distintos tipos de injuria (Connell y Saleh, 2011).

Es importante destacar que varios de los efectos neuroprotectores mediados
por los REs fueron observados debido a que la injuria en nuestro modelo fue
provocada durante el desarrollo, en contraste con otros trabajos donde no se observd
proteccion mediada por los REs (Cordey y Pike, 2005; Zhao y Brinton, 2007). Esto se
debe a que ambos REs son expresados en el cerebro con distintos patrones, en
diferentes areas del cerebro y con diferentes niveles de expresién durante el

desarrollo (Gonzalez et al., 2007; Prewitt, 2007).

En resumen, los mecanismos de neuromodulacién y neuroproteccién
involucran una cascada compleja de eventos celulares. La accién global de las drogas
estrogénicas en el cerebro depende de la organizacién neuroanatdmica y espacio-
temporal de los REay REP en varias poblaciones neuronales y de las moléculas
involucradas en las vias de sefializacion que interactien con los REs (Morissette et al.,
2008). El rol de cada subtipo de RE en el mecanismo de neuroproteccién parece ser
dependiente del pardmetro analizado, del tipo de injuria, del lugar de dafio y de Ila

etapa del desarrollo.
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Conclusiones generales

Los resultados de este trabajo sugieren la existencia de una gran vulnerabilidad
del hipocampo frente a la exposicidn a las radiaciones ionizantes durante el desarrollo.
Los efectos inducidos por la irradiacion neonatal se traducen en modificaciones
conductuales (mejor performance en el test de El, menor nivel de ansiedad,
disminucion de la memoria de habituacién), probablemente gatilladas por
modificaciones a nivel histolégico (alteraciones en el darea CA1 y en los astrocitos) y
molecular (cambios en el sistema GABAérgico, PKC y proneurotrofinas). Estas
modificaciones serian desencadenadas por un aumento inicial de la PKC1 a P15 y una

persistencia de los niveles de ROS, lo cual generaria un desbalance homeostatico.

El tratamiento con BE fue capaz de prevenir la mayoria de los cambios
producidos por las radiaciones ionizantes a nivel bioquimico, molecular y conductual.
Mediante el uso de oE y de agonistas de los REs se intenté dilucidar el mecanismo de
accién neuroprotector del estradiol en este modelo, el cual pareceria actuar tanto
mediante una accién directa antioxidante como a través de un mecanismo mediado

por receptor.
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"Todo tiene un propdsito, los relojes te dicen la hora, los trenes te llevan a
lugares. Me imaginaba que el mundo entero era una gran méaquina. Las
maquinas nunca tienen alguna pieza extra, td sabes. Tienen el nGmero exacto de
partes que necesitan. Asi que pensé que si todo el mundo era una gran méquina,
yo no podia ser una parte extra. Yo tenia que estar aqui por alguna razén. Y eso

significa que tu tienes que estar aqui por alguna razén, también"

La invencién de Hugo Cabret - Film
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