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Neurotrofinas y Neuroproteccion en el SNC en Desarrollo: rol del NGF y

sus Receptores tras un evento de hipoxia perinatal

Resimen

Los eventos hipdxicos que ocurren sobre el SNC en desarrollo, poseen consecuencias
nocivas dada la alta vulnerabilidad del tejido nervioso a la falta de oxigeno.

El presente trabajo estudia los efectos sobre el Téctum dptico en desarrollo de un
evento hipdxico agudo normobadrico sobre embriones de aves. Encontramos que la
disminucién de oxigeno en tales condiciones produce una discreta pero significativa
muerte neuronal de fenotipo mayoritariamente apoptdtico. Mediante la
inmunomarcacion observamos que existe un aumento en la expresién de NGF como
estrategia de rescate celular frente a la injuria, mientras que ésta produce
paralelamente una disminucion en la activacion del receptor TrkA. Este fendmeno es
correlacionado con la muerte apoptdtica observada a las 6 horas de reoxigenacion.
Observamos ademas un efecto neuroprotector por parte del NGF sobre las neuronas
sometidas a hipoxia, efecto que se ve abolido en presencia de un inhibidor de la
activacion del receptor TrkA.

Concluimos que el efecto neuroprotector ejercido por el NGF ante un evento de injuria
hipdxica, posee al receptor TrkA como una molécula iniciadora clave y consideramos el
momento de finalizacidn de la hipoxia, como un periodo de susceptibilidad y regulacion
en el que el balance y estado de receptores, serian criticos en el destino de las células

que sufren dafio por hipoxia.

Palabras clave: hipoxia, apoptosis, desarrollo, SNC, tectum Optico de aves, NGF,

neuroproteccion



Neurotrophins and Neuroprotection in development CNS: NGF role and

its receptors after perinatal hypoxic event.

Abstract

Hypoxic insults during CNS development have deleterious outcomes due to high
vulnerability of nervous tissue to low oxygen concentration.

In the present thesis, we analize the effects of a normobaric acute hypoxic event in the
chick Optic Tectum embryo. We find that the low oxygen produces a discrete but
significative neuronal death whose fenotype is mainly apoptotic. By
immunohistochemistry technique, we determine that there is a significative increase in
the NGF expression as a neuronal rescue strategy. In addition, the hypoxic injury
produces a decrease in the TrkA receptor activation. This fact is correlationed with the
apoptotic neuronal death observated 6 hours after reoxigenation.

Additionally, we determine a NGF neuroprotector effect over neurons subject to
hypoxic conditions. This condition is suppressed in presence of a TrkA activation
inhibitor.

We conclude that the NGF neuroprotector effect in presence of a hypoxic insult has the
TrkA receptor, like an essential and initial molecule and we consider the hypoxia end
like a susceptibility and regulation period. In this time, the receptors balance and state

would be critic in the damaged neurons destiny in a hypoxic acute insult.

Key words: hypoxia, apoptosis, development, CNS, optic tectum,NGF, neuroprotection.
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Abreviaturas

AA: aminodcido

ACV: accidente cerebro vascular

Akt: (PKB) protein kinase B/ protein kinasa B

ATP: nucleotide de adenosine trifosfato

BAD: Bcl-2 associated death promoter/ protein bcl-2 asociada a promoter de muerte
BDNF: brain derivated neurotrophic factor/ factor neurotréfico derivado de cerebro
DAB: 3’ 3’- diaminobenzidina

DE: dia embrionario

ERK: extracellular signal-regulated kinase/ kinasa reguladora de sefiales extracelulares
Grb2: proteina adaptadora de unidn al receptor del factor de crecimiento

HI: hipoxia-isquemia

LO: Iébulo dptico

MAPK: mitogen activated protein kinase/ protein kinasa activada por mitégenos
MCHx: muerte celular por hipoxia

MCP: muerte celular programada

NFkB: nuclear factor kappa B/ factor nuclear kappa B

NTF: neurotrofina

NT-3: neurotrofina 3

NT-4: neurotrofina 4

NGF: nerve growth factor/ factor de crecimiento nervioso

PI3k: phosphatidyl inositol 3-kinase/kinasa fosfatidil inositol 3

PIP2: fosfatidil inositol di-fosfato

PKC: proteina kinasa C

Shc: SH2 domain-containing protein/proteina conteniendo dominio SH2

SN: sistema nervioso
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SNC: sistema nervioso central
SOS: factor intercambiador de nucledtidos de guanina
TO: téctum Optico

TrkA/B/C: tyrosine kinase receptor A/B/C/ receptor de tirosinas kinasas A/B/C
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I. Hipoxia-Isquemia

I.1. Hipoxia-Isquemia en humanos

La Hipoxia (Hx) es una condicién en la cual un organismo o tejido en particular presenta
una menor disponibilidad de oxigeno (02), lo que puede deberse a asfixia, anemia,
envenenamiento (con CO por ejemplo), o disminucién de la presidn parcial de oxigeno.
Se diferencia de la isquemia ya que en esta Ultima, ademas de los niveles criticos de 02,
también se encuentran comprometidos los de nutrientes y los de CO2, debido a que se
produce una disminucién del flujo sanguineo (total o parcial) en un tejido dado
(Klabunde, 2011).

Los fendmenos de Hipoxia-Isquemia (HI) que afectan al sistema nervioso, presentan
demograficamente tasas de mortalidad y morbilidad elevadas, tanto en adultos como
en nifios.

Los dafios provocados por una HI en regiones especificas del cerebro inmaduro, en
especial durante los periodos pre y perinatal, tienen un profundo impacto en la
maduracion cerebral subsiguiente ya que se producen en etapas criticas de
diferenciacion celular y tisular. Por esta razdn, el dafio producido por una HI en
neonatos, es uno de los principales factores de riesgo para varios desdérdenes
neuroldgicos graves en humanos, tales como discapacidades motoras y de aprendizaje,
pardlisis cerebral, epilepsia, convulsiones e incluso la muerte (Johnston, 1997;
Northington et al., 2001a).

Los altos requerimientos energéticos en comparacion con las bajas reservas
energéticas, hace al cerebro particularmente vulnerable a condiciones hipdxicas.
Dentro del tejido nervioso, las neuronas son el tipo celular mas sensible a la falta de O2,
de ahi que una disminucién en su aporte durante el desarrollo del cerebro, conduzca a
dafio cerebral mediado por la actividad de agentes citotdxicos y vias de muerte celular
que culminan con la muerte neuronal (Barks & Silverstein, 1992; Martin et al., 1997;

Johnston 2001).
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La muerte celular luego de una HI se caracteriza por un retraso temporal entre el
momento de la injuria y la manifestacidon del dafio celular (Balduini et al., 2004). Esta
ventana temporal es muy variable y depende de la intensidad de la injuria y la zona
afectada. El dafio puede manifestarse luego de algunos dias o incluso semanas,
mientras que en algunos casos, ocurre al cabo de unas pocas horas.

Se considera que mientras el resto de los factores se mantenga constante, cuanto
mayor sea la carencia energética, menor sera el tiempo en el que el dafio vaya a
manifestarse (Lipton, 1999). Sin embargo, los mecanismos moleculares que conducen
al dafo y la muerte neuronal luego de una HI no estan completamente elucidados (La

Manna, 2007; Taoufik & Probert, 2008).

I.2. Modelos experimentales

Existen varios modelos experimentales usados para estudiar los fendmenos de HI.
Podrian ser clasificados en aquellos que buscan emular patologias humanas (por
ejemplo ACV, encefalopatia neonatal), y los que analizan exclusivamente distintas
respuestas a nivel molecular, celular o tisular a una disminucidn en la concentracion de
O2.

El primer grupo cuenta con la ventaja de reproducir en forma mas fidedigna las
patologias humanas, pero adolece de multiples variables que dificultan la comprensién
de los mecanismos subyacentes. Lo inverso ocurre en el segundo grupo.

El primer grupo cuenta en su mayoria con modelos in vivo y en roedores (ratas,
ratones, jerbos, hamsters) en los cuales se ocluye uno o mas vasos, de forma
transitoria o permanente, dando lugar a modelos de isquemia global, isquemia focal e
HI (Lipton, 1999; Vexler y Ferreiro, 2001).

En el segundo grupo los modelos tanto in vivo como in vitro, abarcan varias zonas de
interés, entre ellas: angiogénesis (Marti y Risau, 1998; Kubota y Suda, 2009), muerte

celular (Banasiak y Haddad, 1998; Niquet et al., 2003), e incluidas en todas ellas,
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respuestas de vias metabdlicas (Hochachka, 1986; Brahimi-Horn et al., 2007) y
moleculares (Schuster et al., 1989; Semenza y Wang, 1992; Shweiki et al., 1992). La
mayoria de los modelos utiliza mamiferos, pero se pueden encontrar estudios en
caimanes (Warburton et al., 1995) y tortugas acudticas resistentes a la anoxia (Storey y
Hochachka, 1974) y peces del género Carassius (Nilsson, 2001).

Nuestro modelo de hipoxia aguda en embriones de pollo, posee una ventaja sobre los
mads utilizados (los mamiferos), debido a la independencia que se logra sobre variables
maternas que pueden llegar a ser dificiles o imposibles de controlar. A su vez, la
manipulacion y el acceso al embridn son relativamente sencillos. A esto se le suma el
hecho de que el pollo ha sido exhaustivamente estudiado y utilizado como modelo de

desarrollo (Hamburger y Hamilton, 1951; Levi-Montalcini, 1987; Stern, 2004).

optic tectum

Fig.1- Representacion del téctum dptico en un embridn de
pollo en DE 4.5. ¢- caudal; d- dorsal; r- rostral; v- ventral.

Existen varios modelos de hipoxia en embriones de aves, desde hipoxias hipobdricas
(Giussani et al., 2007) a normobaricas, sellando porciones variables de la cdscara con
papel parafilm (Nico et al., 1985; Camm et al., 2001) o incubando los huevos en cdmaras
gaseosas (Catron et al., 2001; Rodricks et al., 2010). Incluido en este ultimo grupo se
encuentra el modelo utilizado en nuestro laboratorio, el cual representa una hipoxia
aguda global normobdrica, en la cual se modifica Unicamente la concentraciéon de O2

ambiental, mientras que la presion, temperatura y humedad, se mantienen constantes.
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El libre intercambio gaseoso es asegurado por el flujo continuo del aire dentro de la

camara.

I.3. Eventos puramente hipéxicos

Varios estudios de hipoxia perinatal en ratas muestran que los efectos de eventos
puramente hipdxicos no son menores: se han observado alteraciones en la
corticogénesis (Ment et al., 1998), disminucién en el nimero de neuronas y células
gliales (Schwartz et al., 2004), dafos en la sustancia blanca (Baud et al., 2004),
desarrollo anédmalo de prolongaciones neuronales y conexiones en el hipocampo,
cerebelo y corteza visual (Rees et al., 1998) o peso cerebral disminuido (Rehn et al.,

2004).

Il. Muerte celular

Il.1. Tipos

Existen varios criterios de clasificacion para la muerte celular, que tienen en cuenta,
entre otras cosas, la morfologia, regulacidn, participacion de vias moleculares
especificas, si se produce en condiciones fisioldgicas o patoldgicas, etc. De manera
muy general, las formas de muerte celular pueden clasificarse en apoptdtica, cuando
es regulada, programada y fisioldgica, y necrdtica cuando es accidental, no
programada o patoldgica.

La apoptosis se caracteriza por un fenotipo celular distintivo: la cromatina se condensa
en masas densas con bordes bien definidos; el citoplasma se condensa, tornando
oscura a la célula y disminuyendo su tamafio, mientras que la membrana plasmatica, se
mantiene intacta. Durante el curso de estos eventos, las mitocondrias no sufren
cambios (Kerr y Harmon, 1991) y son requeridas para la apoptosis. Luego, la membrana

nuclear y la plasmatica, presentan convolusiones y la célula sufre un proceso
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denominado “budding”: el nicleo, que contiene masas uniformes de cromatina
condensada, se fragmenta junto con porciones de citoplasma formando residuos
celulares (debris) o cuerpos apoptdticos, compuestos por porciones de nucleos,
rodeados de citoplasma, en general con organelas. Estos cuerpos luego son
fagocitados por células cercanas o fagocitos.

Este tipo de muerte es regulada, ya que depende de caspasas o factores liberados por
las mitocondrias. Es ademads dependiente de ATP y puede ocurrir por medio de dos vias
moleculares independientes, denominadas “via extrinseca” (sin intervencion de la
mitocondria) y “via intrinseca” (con intervenién mitocondrial). En ambas vias los
principales reguladores de la apoptosis lo constituyen las caspasas, una familia de
cistein-aspartato proteasas, cuya activacion se produce por diversos estimulos tanto
intra como extracelulares (Kurokawa et al., 2009) (Fig.2).

Bajo determinados estimulos apoptdticos, las células activan caspasas iniciadoras (por
ejemplo caspasa 8y 9) que a su vez clivan y activan a las llamadas caspasas efectoras
(por ejemplo caspasa-3). Una vez activas, éstas ultimas clavan proteoliticamente un
amplio grupo de sustratos, conduciendo al desmantelamiento celular (Fischer et al.,

2003).
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I Via Extrinseca I . [ Via Intrinseca |

]
Caspasa-8 = Bid
L]
L —
E apopiitica

PRO
A J ° apopdtica :

Apoptosoma AlF

clivaje proteinas
citoesqueleto:

- espectrina

- fodrina

- gelsolina

4 Fasl -
- fragmentacion

ADN 185 pb
- clivaje lamina .
fragmentacion

ADN 50 kpb

Fig.2- Vias de ejecucion clasicas de las apoptosis. La via extrinseca se inicia a partir de la activacion de
FAS o0 TNFR, los cuales a partir de moléculas adaptadoras, pueden activar a JNK o caspasa 8. JNK por
medio de c-jun regula la transcripcidon de genes pro-apoptdticos como FasL. Caspasa -8 tiene como
sustrato a caspasa-3 quien produce el clivaje de proteinas del citoesqueleto, fragmentacion
nucleosomal del ADN y el desarmado de la envoltura nuclear (lamina). La via intrinseca puede ser
activada por deprivacion de factores tréficos o en eventos propios de la HI como producciéon de ROS y
aumento de calcio intracelular. esto produce la liberacion desde la mitocondria de citocromo c y AIF
entre otros. El citocromo ¢ junto con Apaf-1, c-9 y ATP forman el apoptosoma el cual activa a caspasa-3.
Ambas vias se cruzan por medio del clivaje de Bid, la cual inclina la balanza hacia las proteinas pro-
apoptdéticas o por medio del clivaje de caspasa-3 por caspasa-8 (Pozo Devoto V.M., 2012).
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La necrosis se caracteriza por cambios nucleares y alteraciones de la membrana
plasmdtica u organelas. En el nucleo, la cromatina se condensa (picnosis) en multiples
agregados de distinta densidad y forma irregular (Kerr et al., 1995). Luego la célula
tiende a hincharse (edema) y las organelas a presentar dafio estructural. Se produce la
contraccion de la membrana interna mitocondrial, agregados y desintegracién (Trump

et al,, 1965). Los ribosomas aparecen libres en el citosol, dando a la matriz citosdlica un
aspecto denso y granulado. La membrana plasmatica puede desintegrarse o sufrir un
proceso de “blebbing” en el cual se forman protrusiones circulares de membrana
plasmadtica de tamafo pequefio que no contienen organelas, las cuales pueden
separarse de la célula o estallar (Majno y Joris, 1995).

A diferencia de la apoptosis, que es un mecanismo de muerte regulado por caspasas o
factores mitocondriales, la necrosis suele ser accidental, aunque existen ciertos casos
de muerte con morfologia necrdtica que son regulados (Vandenabeele et al., 2010).

La relacién patoldgica-necrosis, fisioldgica-apoptosis no es del todo cierta, ya que por
ejemplo en isquemia, es comun ver ambos fenotipos o una mezcla de ellos (Lipton,
1999), mientras que fisioldgicamente la necrosis podria tener un rol importante en el

mantenimiento de tejidos (Zong y Thompson, 2006; Han et al., 2008).

Il.2. Apoptosis y necrosis en el SNC inducidas por Hipoxia-Isquemia

La evidencia acumulada hasta el momento, indica que la muerte celular luego de una
HI puede ser de tipo necrética y/o apoptdtica dependiendo de la intensidad del dafio y
su localizacién (Martin et al., 1998). La muerte celular que se produce de manera
temprana luego de una HI suele ser necrdtica (dafio primario) (Northington et al.,
2001b), mientras que la muerte neuronal retrasada en el tiempo (dafio secundario),
que ocurre horas o dias después, y por medio de una serie compleja de eventos
bioquimicos y moleculares altamente regulados, conducen a la apoptosis (Leist y

Nicotera, 1998).
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Cuando la hipoxia global o la isquemia son prolongadas, la muerte celular tiende a ser
necrética (Petito et al.,, 1997). Sin embargo se ha observado en varios paradigmas
experimentales, que la apoptosis es la responsable de una proporcion significativa de
pérdida celular luego de un evento de HI (Delivoria-Papadopoulos & Mishra, 2000;
Russell et al., 2006).

La apotosis puede ser inducida por una gran variedad de estimulos, y muchas de las
condiciones que se presentan en una Hl, son capaces de provocarla en diversos tipos
celulares (Nakajima et al., 2000). Estas condiciones incluyen la generacién de radicales
libres del oxigeno (Ratan et al., 1994) y del nitrégeno (Nicotera et al., 1995), actividad
mitocondrial reducida y despolarizacién de la membrana (Wolvetang et al., 1994;
Zamzami et al., 1996), incremento de Ca**intracelular (Kataoka et al., 1995) y activacién

de calpaina (Squier et al., 1994).

II.3. Muerte Celular Programada

Este término ha traido confusidn, ya que habitualmente se lo utiliza como sinénimo de
apoptosis. Apoptosis se refiere a un mecanismo de muerte celular, mientras que
muerte celular proramada (MCP) se refiere al proceso de muerte que ocurre en un
momento dado del desarrollo o de la homeostasis tisular (Alles et al., 1991; Majno y
Joris, 1995). Si bien la mayoria de la MCP ocurre por mecanismos apoptdticos, existen
casos en el que no es éste el mecanismo de muerte por el que se produce.
Oligodendrocitos murinos deprivados de factores neurotrdficos, motoneuronas de
médula espinal de embriones de pollo, células salivales de insectos en desarrollo y
células intermusculares de larvas de polilla son ejemplos de MCP que poseen
caracteristicas morfoldgicas inconsistentes con el mecanismo de apoptosis (Schwartz
etal., 1993).

Durante el desarrollo del SNC tanto en vertebrados como invertebrados, se produce

un exceso de células nerviosas, que sera finamente ajustado hacia el final de este
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proceso. Practicamente la mitad de ellas sera eliminada a través de un mecanismo de
muerte celular programada, por el cual permaneceran sélo aquellas neuronas que se
hayan diferenciado y hayan establecido correctamente sus conexiones sinapticas. El
exceso de células asegura una adecuada inervacién disponible. Este fendmeno ocurre
en dos periodos u oleadas: el primero de ellos se produce en zonas ventriculares y
subventriculares del SN en desarrollo, donde las stem cells neuronales y progenitoras
se diferencian para producir neuronas y células gliales que migraran hacia el cerebro y
la médula espinal. En este periodo se eliminan aquellos progenitores que no se han
diferenciado apropiadamente. La segunda ola de muerte tiene lugar en neuronas
recientemente formadas que han migrado a sus destinos finales, extendido sus axones
y establecido correctamente sus conexiones (Miller y Kaplan, 2001). La muerte
neuronal durante el desarrollo tiene caracteristicas apoptdticas en la mayoria de los
casos, aunque se ha observado que tanto la autofagocitosis como la necrosis pueden
también estar presentes (Schweichel y Merker, 1973).

Si bien los mecanismos que controlan la muerte neuronal durante el primer periodo de
MCP son desconocidos, se atribuye a las Neurotrofinas (NTF) un rol fundamental en
mediar la segunda oleada de apoptosis (Oppenheim, 1991). De hecho, la muerte
producida en esta segunda etapa, es conocida como “neurotréfica” ya que la
disponibilidad de estas moléculas por parte de las neuronas seria clave en su

supervivencia.

lll. Neurotrofinas

lll. 1. Generalidades

Las neurotrofinas (NTF) son una familia de proteinas relacionadas estructuralmente,
originalmente identificadas como factores de supervivencia neuronales (Purves et al.,
1988; Oppenheim, 1988). Hoy en dia se sabe ademas, que participan en procesos de

crecimiento axonal, sinaptogénesis, desarrollo y plasticidad neuronal de vertebrados

21



tanto en el SN en desarrollo como en el maduro (Rydén et al., 1997). Son sintetizadas
en forma de precursores glicosilados denominados pro neurotrofinas (los cuales
poseen funciones biolégicas en sf), que son clivados para su procesamiento tanto en el
medio intra como extracelular por accién de enzimas proteoliticas como furina,
plasmina y metaloproteasas (Lee et al., 2001). Actéian formando homodimeros. Cuatro
miembros de esta familia han sido caracterizados en mamiferos: Nerve Growth Factor
(NGF), Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF), NT-3 y NT-4. Se cree que han
evolucionado por medio de sucesivas duplicaciones del genoma de un cordado
ancestral (Hallbook, 1999). Comparten ciertas caracteristicas, que incluyen el peso
molecular (13.2-15.9 kDa), punto isoeléctrico (en el rango de 9-10), presentarse como
dimeros unidos no covalentemente en soluciéon y compartir cerca del 50% de su
estructura primaria (Mowla et al., 2001). Cada una de ellas acttia sobre poblaciones
neuronales diferentes tanto en el SNC como en el periférico, incluyendo neuronas
sensoriales y simpaticas, hipocampales, motoneuronas, células ganglionares de la
retina, neuronas colinérgicas septales y estriatales, células cerebelosas de Purkinje y
neuronas de la sustancia nigra (Rydén et al., 1997; Korshing, 1993).

Inicialmente se consideraba que los tejidos target eran los Unicos encargados de la
sintesis de estos factores tréficos, los cuales son secretados en forma soluble en el
espacio extracelular, captados por receptores de membrana seguido de endocitosis, y
transportados desde el axén en forma retrégrada hasta el soma celular de la neurona
receptora, en donde estimulan la expresion de genes que se relacionan con las
multiples funciones de estos factores tréficos (Seiler et al., 1984; Ernfors et al., 1990b;
Huang et al., 2001; Segal, 2003). Sin embargo la evidencia acumulada permitié ver que
las neuronas no solamente tenian soporte tréfico a través de sus tejidos inervados
(mecanismo retrégrado), sino también de células aferentes (transporte anterégrado),

y de si mismas (mecanismo autdcrino,) (Korsching, 1993; Wang et al, 2007; Ng, 2007),

(Fig.3).
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Fig.3 - Esquema que ilustra las rutas de transporte neurotréfico. Se muestran 3 poblaciones
interconectadas de neuronas, A, B y C. El grupo neuronal B obtiene soporte tréfico de diversas fuentes:
(i) de sus células target (grupo A, puntos rojos) quienes al liberar neurotrofinas, éstas se unen a
receptores de las terminaciones axdnicas de las neuronas B para ser anterégradamente transportadas
(flechas rojas) hacia el soma; (i) de células intermedias o gliales asociadas a los axones de las neuronas B
(puntos azules), los cuales son transportados retrégradamente (flechas azules); (iii) de células
aferentes: el tejido C sintetiza en su soma factores tréficos que son transportados a través de los axones
anterégradamente (flechas verdes) para ser liberados desde sus terminales y unirse a receptores de los
cuerpos celulares o dendritas del grupo B de neuronas; y (iv) por una ruta autécrina (puntos y flechas
purpuras). (Davies A.M., 2003).

En principio se crefa que este transporte anterégrado, no aplicaba para NGF (Altara &
DiStefano, 1998), aunque trabajos mds recientes demostraron que si existe un efecto
de éste factor mediante sefalizacidon anterégrada (Acsady et al., 2000; Guo et al,,
2012). De hecho, se considera que éste tipo de transporte para algunas neurotrofinas,
constituye la forma predominante en el SNC adulto (Conner et al.; 1997).

La expresidn de neurotrofinas y sus correspondientes receptores en el SNC del

embridn de pollo, han sido detectados en estadios de desarrollo muy temprano (DE6 al
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DE11), lo cual sugiere su importante rol en el desarrollo y maduracién del sistema
nervioso (Escanddn et al.; 1994).

Las neurotrofinas no sélo actuan en el SN en desarrollo, sino también sobre neuronas
maduras saludables, regulando su plasticidad como respuesta a cambios adaptativos
en la morfologia neuronal adulta (Mc Allister 2000; Conner et al., 2009), o injuriadas e
implicadas en enfermedades neurodegenerativas (Lindvall et al., 1994; Tuszynski and
Gage, 1995).

Estos factores neurotréficos pueden actuar ademds sobre tejidos no nerviosos. NGF
posee accidon mitogénica, promotora de supervivencia y de diferenciacion en una
amplia variedad de células sanguineas, incluyendo mastocitos (Matsuda et al., 1991;
Horigome et al., 1993), linfocitos (Thorpe & Perez-Polo, 1987), monocitos (Ehrhard et
al., 1993), neutrdfilos (Kannan et al., 1991) y basdfilos (Bischoff & Dahinden, 1992).
Otras células que se encuentran bajo la influencia del NGF y de otras neurotrofinas,
incluyen musculo liso y esquelético (Brodie & Sampson 1990), queratinocitos (Di Marco

et al.,, 1993) y células epiteliales de la cérnea (Woost et al., 1992).

lll.2. Las pre-pro-Neurotrofinas

Todas las neurotrofinas son generadas como pre-pro-neurotrofinas (de
aproximadamente 240-260 aa) que son luego procesadas hasta ser eventualmente
secretadas como homodimeros (cada uno de ellos con un largo de 118-129 aa) en el
espacio extracelular (Lessmann et al, 2003).

Como toda proteina comienza su sintesis en ribosomas libres del citosol. Alli, el pre-pro
ARNm es traducido hasta la aparicion de un péptido sefal que lo dirige hacia el reticulo
endoplasmatico rugoso donde es clivado. La pro neurotrofina resultante puede
formar de manera espontdnea homo o heterodimeros unidos no covalentemente. En
este punto, las pro-neurotrofinas se dirigen al aparato de Golgi transportadas por

vesiculas (se cree que sin clatrina) para ser finalmente acumuladas alli (Rothman,
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1992). Luego de esto pueden ser procesadas por furin proteasas en la regién trans del
aparato de Golgi (Mouri, 2007) o en el espacio extracelular (Lee, 2001) para dar lugar a

las neurotrofinas maduras.

ll. 3. NGF

Fue el primero de los factores tréficos en ser descubierto, a comienzos de los ’50, por
Rita Levi-Montalcini y Victor Hamburguer (Ebendal, 1992). Estos investigadores fueron
pioneros en demostrar que el Sistema Nervioso requiere un adecuado suministro de
neurotrofinas para la supervivencia y el desarrollo. Estos estudios fueron, ademas, los
primeros en comenzar a delinear el concepto de su rol en la determinacidn del tamafio
y la morfologia de las inervaciones periféricas, ya que las neurotrofinas se presentan en
cantidades muy limitadas, por lo tanto disponibles sélo en aquellas neuronas que
pudieron haber establecido la cantidad y calidad necesarias de conexiones con sus
tejidos target (Berry, 2012).

Ha sido una de las neurotrofinas mas estudiadas, debido a su papel esencial en el
desarrollo, supervivencia y mantenimiento fenotipico tanto del SNP como del SNC
(Aloe, 1997).

Al igual que el resto de las neurotrofinas, es sintetizado como un pre-proNGF, que es
procesado en el RER para dar lugar a la forma inmadura proNGF. En el aparato de Golgi
es sustrato de proteasas que reconocen sus sitios de clivaje, para dar lugar a la forma
madura del NGF (de aproximadamente 13 kD), también conocido como bNGF o 2.5
sNGF, dependiendo del método de aislamiento (Mobley et al., 1976). Modificaciones
adicionales del proNGF, entre las que se encuentran diferentes sitios de glicosilacion,
dan lugar a varias formas intermedias de alto peso molecular, cuyas funciones no se
encuentran del todo claras (Seidah et al., 1996; Yardley et al., 2000).

Se considera que el proNGF es la forma predominante y detectable del NGF en

muchos tejidos sanos del SNC en varias especies (rata, ratén, humano), y que
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probablemente sea el responsable de funciones que se le atribuyen a la forma madura
(Fahnestock et al. 2001). Posee actividad neurotréfica y se lo relaciona
fundamentalmente con vias apoptéticas debido a su alta afinidad por el receptor de
membrana p75, aunque también puede intervenir en cascadas de sefializacion pro-
vida, pero de manera menos efectiva que el NGF maduro (Fahnestock et al., 2004).
Algunos autores consideran que las diferencias en la actividad de NGF y proNGF no son
sdlo cuantitativas sino cualitativas al actuar sobre conjuntos de genes diferentes y que
los efectos bioldgicos producidos por estas dos formas, son el resultado de un
complejo balance entre sus programas especificos de sefializacidn y transcripcidn
(D’Onofrio et al., 2011).

En principio, NGF fue descripto como una proteina que actiaba exclusivamente en
neuronas periféricas simpaticas, aunque mucho mds tarde fue encontrandose también
su actividad en neuronas del sistema nervioso central y en una variedad de células del
sistema inmune (Black, 1986).

Sus conocidas funciones sobre células del tejido nervioso fueron amplidandose con el
descubrimiento de otros tipos celulares en los cuales posee efectos, como ser areas
limbicas que se relacionan con el estado animico y el conocimiento, la orquestacion de
respuestas neuroenddcrinas y actividades circadianas, funciones sobre sistemas
inmunes y enddcrino, lo que indica que esta neurotrofina podria funcionar como un
mensajero intercelular o aun un factor humoral que ayuda a regular respuestas ante el
stress (Aloe, 1997; Levi-Montalcini, 1990; Smith, 1995; Marketon, 2008). Se lo ha
propuesto también como un factor clave en la denervacién que sufre el miometrio
durante la gestacién en lo mamiferos, que impide la contractibilidad y el trabajo de
parto prematuro (Lobos, 2005).

Actla tanto en el desarrollo como en el SN adulto, participando en la plasticidad
neuronal que permite al sistema nervioso maduro modificar su estructura y funciones
en respuesta a estimulos. De hecho, la sintesis constitutiva de NGF en los tejidos

adultos se correlaciona con caracteristicas fenotipicas de las neuronas del SNP tales
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como densidad, tamafio de cuerpo celular, arborizacion dendritica, induccidon o
inhibicion de neuropéptidos y neurotransmisores y de las enzimas que los sintetizan

(Otten, 1977; Mearowa, 1995).

lll. 4. Receptores de Neurotrofinas

La busqueda de receptores para NGF, resultd en el descubrimiento de una proteina de
75-80 kDa, llamado simplemente p75. Inicialmente se creyd que éste receptor unia con
baja afinidad al NGF, pero luego se demostrd que la afinidad era la misma para todas
las NTF (Rodriguez-Tébar et al., 1991).

El dominio citoplasmdtico de este receptor contiene un “dominio de muerte” que
media interacciones con otros componentes celulares, permitiéndole su intervencion
en caminos de sefializacidn.

No posee actividad enzimatica intrinseca y su actividad depende de la asociacién con
proteinas citoplasmaticas adaptadoras (Roux, 2002).

El aumento en su expresidn ha sido relacionado con injuria del sistema nervioso en una
amplia variedad de tejidos, y en muchos casos, ha sido correlacionada con la induccién
de apoptosis (Ernfors et al., 1989; Armstrong et al., 1991; Dusart et al., 1994; Kokaia et
al., 1998; Oh et al., 2000).

Luego fueron descriptos tres proteinas pertenecientes a la familia de los receptores
tirosina-kinasa, llamados Trk (tropomyosin-related kinase), como la segunda clase de
receptores de neurotrofinas (Bothwell, 1995). La unién de las NTF produce la
dimerizacion de estos receptores y la autofosforilacién de tirosinas presentes en su
dominio citoplasmatico (Kaplan et al., 1991; Klein et al, 1991 b.; Marsh et al., 1993). La
secuencia proteica de este dominio con actividad tirosina kinasa, se encuentra
altamente conservada en los tres receptores. NGF es especifico para TrkA, BDNF y NT-

4 para TrkB y NT-3 activa a TrkC y menos eficientemente al resto de los Trk’s.
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El splicing alternativo de los ARNm de estos tres receptores, puede dar lugar a la
expresion de proteinas con diferencias en el dominio extracelular, afectando la unién
con sus ligandos (Clary & Reichardt, 1994; Shelton et al.,, 1995). Cuando estas
diferencias se producen a nivel de los dominios citoplasmaticos, se generan las formas
“truncadas” de los receptores (descriptos para TrkB y TrkC), las cuales carecen de
actividad catalitica tirosina-kinasa. Se cree que la funcidn de estas isoformas en células
no neuronales, podria ser la de la presentacion de NTF a las neuronas (Huang &
Reichardt, 2001). En las neuronas, estos mismos receptores podrian inhibir la
dimerizacidon de los receptores completos, atenuando asi la respuesta a las NTF, como
una forma de regulacién de vias de sefalizacién intracelulares (Eide et al., 1996).

La autofosforilacion de determinados residuos tirosina presentes en el dominio
citoplasmatico de los Trk’s, conduce a su activacion. La fosforilacidon de otras tirosinas,
crea sitios que sirven de base para la unidon de proteinas adaptadoras que poseen
motivos de unidn a fosfo tirosinas (Pawson & Nash, 2000).

Estas proteinas adaptadoras, acoplan estos receptores a cascadas de sefializacion
intracelular que incluyen el camino de Ras/ERK (extracellular signal-regulated kinase),
fosfatidilinositol-3-kinase (PI-3 kinasa)/Akt, y fosfolipasa C (PLC) (Reichardt & Farifia,
1997; Kaplan & Miller, 2000) (Fig.4).

El camino Ras/ERK

Comienza con la fosforilacion por parte del receptor Trk, de la proteina Shc, quien
recluta un complejo de proteinas adaptadoras (Grb2 y SOS). SOS activa a Ras con
varias consecuencias rio abajo, incluyendo la activacion de la ruta del ERK, quien actua
sobre factores de transcripcion reguladores de genes esenciales para la supervivencia

neuronal asociada a neurotrofinas (Bonni et al., 1999; Riccio et al., 1999).
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La via PI3K/Akt

Con la activacidén del receptor Trk, es reclutado un complejo de proteinas adaptadoras
que median la activacién de PI3K, quien fosforila al fosfolipido PIP2 a PIP3, ambos
ubicados en la membrana interna (Rodgers y Theibert, 2002). PIP3 sirve como anclaje
para la fosforilacion de Akt. Akt es una Ser/Treo kinasa que actua sobre una gran
variedad de sustratos, favoreciendo la supervivencia neuronal (Datta et al., 1999; Yuan
& Yankner, 2000). Entre estos sustratos se encuentra BAD, un miembro de la familia
Bcl-2 que promueve apoptosis al unirse a Bcl-xL. La fosforilacion de BAD permite su
asociacion a proteinas a quienes impide que promuevan apoptosis (Datta et al., 1997).

Activa también a NFxB, quien promueve supervivencia neuronal (Middleton, 2000).

Fosfolipasa C

Es una proteina implicada en una variedad de procesos y sefializaciones intracelulares
incluyendo mitogénesis y movimiento de calcio. De las relacionadas con las
neurotrofinas, puede nombrarse su intervencién en la regulacién del camino de MAPK

inducido por NGF (Rong et al., 2003).
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Fig.4- Rutas de sefializacién de las neurotrofinas por activacién del receptor Trk. Luego de la unién de las
neurotrofinas (representadas en el esquema por el BDNF) al dominio extracelular de su receptor Trk, se
produce la dimerizacién del mismo y la consecuente activacién de su dominio intracelular tirosin-kinasa.
Esto conduce a la autofosforilacion de residuos tirosinas, que sirven como sitios de interaccién a
proteinas adaptadoras y la activacidn de cascadas de sefializacién intracelular. La fosforilaciéon del
receptor Trk conduce al reclutamiento de la proteina Shc, quien por medio de la proteina SOS activa la
ruta del ERK, que se relaciona con la expresidon de genes involucrados en diferenciacién, plasticidad
sindptica y neurogénesis. Shc también contribuye con la activacién de la via PI3K/Akt, favoreciendo la
supervivencia neuronal. La fosforilacion de los Trk resulta en el reclutamiento de la proteina PLC la cual
conduce a la formacién de inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG), relacionados con plasticidad,
adhesién y migracién celular. (Wong J., 2013).

Clasicamente, tanto in vivo como in vitro, los receptores Trk han sido asociados a
transduccidn de sefiales positivas como crecimiento y supervivencia, mientras que p75

lo ha sido a sefales apoptdticas.
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Sin embargo, investigaciones sobre éste ultimo receptor, han aportado evidencia
sobre otros roles de p75, que vuelven mas complejo el escenario. Los datos sugieren,
que bajo determinadas condiciones, p75 puede facilitar la supervivencia, mas que la
muerte celular (Shimohama et al., 1993; Kume et al., 2000). De hecho se considera que,
cuando los receptores son coexpresados, p75 aumenta la habilidad de los Trk para
unirse y responder a cantidades limitadas de NTF (Barker, 2004). Se ha descubierto
ademds que el proNGF forma un complejo de sefializacidon al unirse con el receptor p75
y el receptor sortilina: éste sirve como un co-receptor que permite a las neuronas que
expresan Trk y p75, responder a una proneurotrofina e iniciar acciones pro
apoptoticas. En ausencia de sortilina, la actividad regulada de ciertas proteasas puede
clivar proNGF a su forma madura promoviendo sefiales de supervivencia mediadas por
TrK (Nykjaer et al., 2003) (Fig.5).

Clasicamente, tanto in vivo como in vitro, los receptores Trk han sido asociados a
transduccidn de sefales positivas como crecimiento y supervivencia, mientras que p75
lo ha sido a sefales apoptdticas.

De hecho, se considera que la activacion de Trk silencia la sefial apoptdtica de p75 y
que la funcién de este ultimo receptor varia considerablemente dependiendo del
contexto celular en el cual se expresa. En general podria decirse que las NTF pueden
inducir MCP a través de p75 en células que no expresen receptores Trk (Bibel, 2000).
Existen datos que sugieren, por ejemplo, que NGF causa la muerte de neuronas
retinales que expresan p75 pero no TrkA en estadios tempranos del desarrollo (Frade
et al,, 1996). Es decir que en ausencia de expresidon de TrkA, NGF actia como un

inductor de muerte celular por medio de p75 (Kume et al., 2000).
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Fig. 5- Esquema de las principales rutas de sefializacién reguladas por neurotrofinas y sus receptores.
Las formas maduras de las NTF (representadas en este caso por NGF) pueden unirse tanto a los
complejos Trk-p75 (en rosa y celeste, respectivamente), como a p75. En ambos casos las vias que
resultan, promueven supervivencia celular. La presencia de p75 en el complejo formado junto a Trk,
facilita y estimula la unién de las neurotrofinas a éstos reforzando la accién de MAPK, PI3/Akt y PLC (1).
P75 activa la via NFkB, independiente de Trk (2). P75 puede formar un complejo de sefalizacién al
unirse al co-expresor sortilina (representado en verde). A este complejo se unen las formas inmaduras
de las NTF, ya que el receptor sortilina posee un sitio de unién a la regién pro de las mismas. De ésta
unién se desencadenan vias de muerte celular a través de la activacion de JNK (3) o la protedlisis de p75
seguido de la translocacion nuclear de NRIF (neurotrophin receptor interacting factor) (4) (Willnow et
al., 2008).

Ill. 5. EI NGF en nuestro modelo

Durante el desarrollo embrionario del pollo, el NGF es requerido para la formacién y
mantenimiento de poblaciones neuronales especificas desde estadios muy tempranos.
Su secuencia posee alta homologia con la de ratén (Scott et al, 1983) y otras especies
mamiferas (Harper et al., 1982), sugiriendo que las demandas funcionales de esta

proteina han permitido pocos cambios a lo largo de la evolucion.
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El estudio de los ARNm tanto de NGF como de p75 y TrkA, revela que éstos son
encontrados mucho antes de que sus neuronas target hayan sido especificadas (Baig,
1996; Cotrina, 2000), lo que pone de manifiesto las numerosas y en algunos casos
desconocidas funciones de este factor neurotréfico. La mayoria de los datos que se
conocen sobre NGF, p75 y TrkA corresponde a sus mensajeros, y poco se sabe de las
proteinas que resultan de su expresion (Bhargava, 2002; Bhargava, 2007). Se ha
sugerido que la presencia de NGF en estadios de desarrollo tan tempranos, podria estar
vinculado, entre otros roles, con la formacion del tubo neural y del patrén “derecha-
izquierda” responsable del plan corporal de un organismo (Manca, 2012).

El téctum Odptico en pollo, a diferencia de su estructura equivalente en mamiferos
(coliculos superiores), constituye una de las zonas del SNC con mayores niveles de

ARNm correspondientes a NGF (Ebendal et al., 1986).

IV. Neuroproteccion y Neurotrofinas

La neuroproteccidon es el mecanismo que protege el tejido nervioso del dafio provocado
por diversos tipos de injurias.

Al producirse una disminucién en la concentracion de 02, disminuye también la
produccion de ATP, lo que conduce a una despolarizacion de la membrana por
desbalance idnico. Entre los iones que ingresan a la neurona se encuentra el Ca™, que se
suma al que se libera de los depdsitos intracelulares (Torregrosa et al., 2007).

Este aumento en la concentracién intracelular de calcio ha demostrado ser decisivo en
el proceso de dafo celular pues induce liberacion de neurotransmisores como el
glutamato (responsable en gran parte de los fendmenos de excitotoxicidad, con
sintesis y liberacién de radicales libres), inhibicién de la sintesis de ATP y degradaciéon

de macromoléculas (Siesjo, 2006).
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Se ha propuesto que la inflamacién y excesiva produccién de radicales libres que
caracterizan al tejido nervioso luego de un proceso de hipoxia-isquemia, estaria
relacionado con una disminucidn en la sintesis de neurotrofinas y ésta con la de
neurogénesis (Fan et al., 2010)

Es conocido el rol neuroprotector de las neurotrofinas (en particular del NGF y el BDNF),
ante diversas formas de dafo, como excitotoxicidad (Nguyen, 2010), deprivacién de
glucosa (Cheng, 1991), isquemia (Shigeno et al., 1991) e hipoxia (Zhu et al., 2007;
Ishitsuka et al., 2012) tanto in vivo como in vitro.

Existen numerosas investigaciones que han caracterizado el efecto de Ia
administracion directa de NTF (particularmente del NGF y BDNF) in vivo en diversos
modelos y para diversas formas de injuria neuronal, demostrando efectos positivos
sobre la excitotoxicidad, pérdida de memoria espacial y muerte neuronal que
caracteriza a las enfermedades neurodegenerativas (Zhang et al., 2013).

La administracion intracerebral de NGF ha demostrado efectos benéficos en pacientes
con Parkinson y Alzheimer (Olson et al., 1991; Seiger, 1993) y en modelos animales de
glaucoma, la administracion de NGF mostré inhibir la degeneracién de las células
ganglionales de la retina, afectadas por la injuria (Carmignoto et al., 1989; Siliprandi et
al., 1993).

Debido a la dificultad de las NTF de acumularse en el cerebro a causa de su corta vida
media en sangre y pobre estabilidad proteica, se han ensayado varias estrategias que
permiten mejorar la llegada de NTF a los sitios injuriados, como ser transplante de
células genéticamente modificadas productoras de dichas moléculas (Bakshi et al.,
2006), dispositivos implantables (Eriksdotter, 2012), vectores celulares (Li et al., 2008),
etc.

La neuroproteccidn en el desarrollo constituye un escenario un tanto diferente, y de
buenas oportunidades de intervencion clinica ya que la inmadurez del cerebro posee
una mayor plasticidad que favorece Ila reorganizacion de patrones de conexidn

capaces de compensar lesiones durante éste periodo (Kitagawa et al., 2001). Por esto
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se considera plausible que los recién nacidos presenten patrones de reorganizacion de
las conexiones neuronales cuando éstas se encuentran aun en refinamiento.

Los mecanismos moleculares especificos por los cuales las NTF brindan un efecto
neuroprotector, se relacionan con la estabilizacion de la homeostasis idnica
(particularmente del Ca™) y la activacién de los sistemas antioxidantes (Mattson,
1997). Estos mecanismos pueden ser a largo plazo (como aquellos que tienen que ver
con la modulacién en la expresién génica de enzimas antioxidantes) o a corto plazo,
como la modulacién de proteinas involucradas en la homeostasis idnica intracelular. Se
considera que el NGF bloquearia la produccién de ROS pero no por propiedades
antioxidantes en si sino por medio de su receptor TrkA y de la via MAPK (Dugan et al.,
1997).

Una de las moléculas intervinientes en el proceso de neuroproteccién por NGF, seria la
de su receptor TrkA en su forma activa, P-TrkA. Aquellas poblaciones de células
neuronales y no neuronales tratadas con diversos compuestos neuroprotectores
previamente a la injuria, presentan un rescate de la pérdida celular debido al dafio, y un
aumento en la fosforilacién del receptor TrkA (Bai et al., 2010; Lu et al., 2013). Si a estas
mismas células, se las trata ademas con inhibidores de TrkA (como k252a, quien inhibe
competitivamente su fosforilacion), el efecto neuroprotector es abolido con la
consecuente pérdida celular (Pincelli, 1997; Arien-Zakay, 2008; Nguyen 2009; Nguyen,

2010)

V. El Téctum Optico en las Aves

Las aves sea quizd el grupo de Vertebrados que mas dependa de la vision. Muchos

aspectos de su adaptacion al medio ambiente y de su supervivencia, como ser la
busqueda de alimento, pareja, orientacion y navegacion, requieren de una precisa

discriminacién visual (Hodos, 1993).
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Anatdmicamente, uno de los aspectos mas notorios del cerebro de las aves es el gran
desarrollo de su sistema visual. Ya en un embrién de estadio de 10 somitas (poco mas
de un dia de incubacién), se pueden discernir dos estructuras del tubo neural que
posteriormente desarrollan en el ojo y el téctum éptico (Mey and Thanos, 2000).

En todos los amniotas (reptiles, aves y mamiferos) la informacién proveniente de la
retina, llega al telencéfalo por dos vias diferentes. Una, viaja de la retina directamente a
un grupo de células en el tadlamo, y de ahi al telencéfalo. Esta ruta se la denomina
“talamofugal’” en aves y reptiles y equivale a la via geniculoestriada de mamiferos. La
otra via se dirige de la retina al mesencéfalo (téctum Sptico/coliculo superior) y de ahi al
telencéfalo haciendo previamente relevo en un grupo celular del talamo. Esta via en
aves, se conoce como “tectofugal” y corresponde posiblemente a la via
coliculotalamocortical en mamiferos (Shimizu y Karten, 1993).

En aves, la via tectofugal recibe ampliamente la mayor parte de las fibras provenientes
de la retina y esta involucrada en casi todos los tipos de procesamientos de informacidn
visual. Desempefia un rol significativo en una variedad de procesos visuales como
discriminacion de colores, brillo, tamafio y patrones asi como agudeza visual y
transferencia intraocular de aprendizaje de discriminacién visual (Karten, 1979). Por otro
lado, la via talamofugal, se encuentra involucrada en funciones relacionadas con la

resolucidn espacial, cumpliendo un rol importante en la superposicion binocular.

V.1. Estructuray funcién.

A diferencia de los mamiferos, los nervios Opticos de las aves se encuentran
completamente cruzados y en su gran mayoria las fibras provenientes de la retina
proyectan topograficamente al téctum dptico (TO) contralateral, via tectofugal (Mey y
Thanos, 2000). El téctum Jdptico es una estructura mesencefdlica bilateral que junto

con el tegméntum y el pretéctum, forman el Iébulo 6ptico (Fig.6). Dada su ubicacién

36



como primer estacion de relevo en la via tectofugal, tiene un rol fundamental con el
procesamiento de la informacidén visual.

Como modelo experimental el TO no sdlo es utilizado en disciplinas de neurociencias,
sino también en biologia del desarrollo (De Long y Coulombre, 1965; Puelles y Bendala,
1978).

De acuerdo a la terminologia de Cowan, pueden distinguirse en el TO de aves, seis
estratos principales, uno de los cuales deriva en diez [dminas celulares y plexiformes

alternantes (Cowan, 1971).

Dorsal

Rostral
Caudal

Ventral

Fig.6- A. Vista lateral del encéfalo de pollo en dia postnatal 6. Se grafican los ejes Dorso-ventral y Rostro-
Caudal del LO. Tel: telencéfalo, Cer: cerebelo, LO: I6bulos épticos, NO: nervios dpticos. B. Corte coronal a
la altura de los LO de un embrién en DE12, tefiido con Nissl donde se observa la estructura laminada
correspondiente al TO (Pozo Devoto V.M., 2012).

V. 2. Desarrollo

El desarrollo del LO se produce simultineamente, pero en principio, de forma
independiente con el de los ojos (Mey and Thanos, 2000). Esta independencia finaliza
cuando los axones de las células ganglionares de la retina arrivan al téctum 6ptico.

Su desarrollo puede dividirse en tres fases principales (La Vail JH y Cowan WM,
1971). Durante la primera fase (3 a 6 dias de incubacion) se produce el periodo de

maxima proliferacién celular, con un pico en el DE 5. La segunda fase (6 a 12 dias de
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incubacién) se caracteriza por el desarrollo del proceso de estratificacion que
comienza a medida que un gran nimero de células diferenciadas migran
verticalmente del neuroepitelio hacia las meninges. En particular, a partir del dia
embrionario 12 (DE 12) no aparecen nuevos elementos celulares y comienza el proceso
de sinaptogénesis (Mey & Thanos, 2000). Durante la tercer fase (12 a 18 dias de
incubacién) se completa la diferenciacién citoarquitectdnica del LO.

Se considera que a partir del DE7, ocurren las primeras sinapsis, registrandose
actividad espontdnea en los axones de las células ganglionares de la retina (la principal
via aferente del TO) (Catsicas et al., 1998; Wong et al., 1998). La actividad espontanea
es especialmente alta y sincronizada en el periodo que va desde el DE13 al 18, periodo
en el que las conexiones en el sistema visual son reorganizadas (Wong et al., 1998). Por

otro lado, las primeras respuestas evocadas por estimulos luminicos ocurren en el DE17

(Rogers, 1995).
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OBJETIVOS
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El objetivo general de la presente tesis fue el estudio del dafio celular y de la expresidn,
activacion y modulacidn del NGF y de sus receptores de membrana, ante un evento de
injuria hipdxica aguda en embriones de aves, y estudiar el fendmeno de
neuroproteccion sobre el Téctum dptico en desarrollo.

Para ello, planteamos los siguientes objetivos especificos:

* Determinar la segunda ola o periodo de Muerte celular programada en el téctum
Optico durante el desarrollo embrionario dada la importancia que en éste periodo
poseen los factores neurotréficos (estableciendo ademds ése periodo como el de

trabajo subsiguiente).

* Evaluar en dicho periodo el efecto de la hipoxia sobre el téctum dptico, mediante la

cuantificacion de la muerte celular.

* Determinar la expresién y modulacién del NGF en respuesta a un dafio hipdxico.

* Estudiar la expresion y activacion ante un proceso de hipoxia, de los receptores de

membrana TrkAy p75.

* Evaluar el rol de la via del Akt en el dafio hipdxico.

* Evaluar un supuesto rol neuroprotector del NGF ante este tipo de dafio neuronal.

* Caracterizar las vias moleculares implicadas en el fendmeno de neuroproteccién por

hipoxia.
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MATERIALES & METODOS
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I. Animales

Se utilizaron embriones de pollos libres de todo patdgeno de la especie Gallus gallus
domesticus, pertenecientes a la raza White Leghorn. Dentro del periodo de una
semana de la puesta, y mantenidos a una temperatura de 18°C, los huevos fértiles
fueron colocados en una incubadora (Franken) a temperatura constante de 38.5 °C 'y
una humedad ambiente de aproximadamente 60%. El volteo automatico de los huevos,
se produjo cada hora, a fin de impedir la alteracidn en el intercambio normal de =2 y el

desarrollo de las membranas extraembrionarias (Tazawa, 1980).

Il. Tratamiento hipdxico

Los huevos fértiles en DE15 fueron colocados en una cdmara plastica con capacidad
aproximada de 10 litros, herméticamente sellada. Dicha camara se ubicé dentro de la
incubadora manteniendo las mismas condiciones de temperatura, humedad y presion
de la incubacidn de los aninales controles. Durante un minuto se prefundid la cdmara
con un flujo de 20 I/min de una mezcla gaseosa conteniendo 8% de 02 y 92% N2,
permitiendo la salida del aire normdxico existente en la misma. A continuacidon se
redujo el flujo a 4 I/min, se cerrd la valvula de escape y se mantuvieron las condiciones
hipdxicas por el lapso de una hora. Un depdsito de agua destilada en la base de la
camara se utilizd para mantener la humedad relativa en 60%. Fue utilizado un
reservorio de CaO2H2 dentro para absorber el CO2 formado durante el tratamiento y
asi impedir su acumulacion.

Luego del tratamiento hipdxico los animales fueron devueltos a la incubadora y/o

procesados segun el estudio realizado.
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lll. Preparacion de tejidos

Los embriones fueron decapitados e inmediatamente se procedid a disecar el encéfalo.
Estos fueron fijados mediante inmersién en paraformaldehido al 4% en PBS durante 12
horas a 4°C. A continuacidn se separaron los LO del prosencéfalo, se lavaron con PBS y
se procedid a su deshidratacion con pasajes sucesivos por una serie de alcoholes de
concentracion creciente, seguido de inmersién en xilol. A continuacién, se los
sumergié en una solucion de xilol/parafina 1:1y se los colocé en estufa a 58 °C durante
una hora, seguido de tres pasajes por 100% parafina de 40 minutos cada uno. Los tacos
de parafina armados fueron cortados en micrétomo, en secciones de 5 pm y se
montaron en portaobjetos xilenizados. Las muestras fueron mantenidas en heladera

hasta su utilizacion.

IV. Tincion de Hoechst

Luego de su desparafinizacién y de la técnica de inmunofluorescencia o ensayo de
TUNEL, los cortes fueron contratefiidos con la incubacién en oscuridad de una solucién
de Hoechst (2ug/ml) en PBS durante 10 minutos. Se lavé con PBS y se monté con medio

de montaje para fluorescencia de Dako.

V. Inmunomarcacion

V.l. Inmunofluorescencia

Luego de la desparafinizacion, los cortes fueron sometidos a un proceso de
recuperacion antigénica que se realizé mediante la incubacién a 95 °C en buffer citrato

(citrato de sodio 10mM/PBS, pH 6.0/Tween 20 0.05%) durante 40 minutos. La unidon
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inespecifica del anticuerpo fue bloqueada incubando con suero normal de cabra al 5%
en PBS-TX (PBS 0.1M pH 7.4/Tritdn X-100, 0.03%) durante 30 minutos. El anticuerpo
primario se diluyé en PBS/TX y se incubaron los cortes toda la noche a 4 °C. Luego se
incubd con anticuerpo secundario diluido en PBS-TX conjugado con Cy2, durante 4
horas a temperatura ambiente y en oscuridad. Se realizd la tincion de Hoechst y se

montaron con medio de montaje.

V.Il. Inmunohistoquimica

El protocolo siguid los mismos pasos que la técnica de inmunofluorescencia hasta la
incubacién con el anticuerpo primario. Este fue diluido en PBS-TX y se incubaron los
cortes toda la noche a una temperatura de 4 °C. Luego fue bloqueada la actividad
peroxidasa enddgena con H202 3% en PBS por 10 minutos. El anticuerpo diluido en
PBS-TX y conjugado con biotina, fue incubado durante dos horas a 37 °C. Esto fue
seguido de una incubacién con streptavidina/HRP (1:400) durante 30 minutos. Los
cortes fueron luego incubados con una solucién DAB (DAB 0.05% en PBS/H202 0.015%)
durante dos minutos y finalmente las secciones deshidratadas y montadas con

balsamo de Canada.

VI. Técnicade TUNEL

Para este ensayo se utilizé un kit fluorométrico y se siguieron las indicaciones del
fabricante (Promega). Los cortes fueron incubados luego de su desparafinizacién en
una solucién de proteinasa K (TrisHCl 0.1M/EDTA 5o0mM/proteinasa K 20pg/ml) durante
15 minutos para exponer el ADN enrrollado en los nucleosomas. Luego se incubaron en
buffer de equilibrio durante 10 minutos y posteriormente se incubd con buffer de
reaccion (cada corte recibié sopl de buffer de equilibrio/ 5 ul de mezcla de nucleétidos

conjugados confluoresceina y ATP/1 pl de deoxinucleotidil transferasa terminal)



durante una hora a 37 °C. La reaccidn se detuvo con la solucidn del kit SSC 2X, incubada
por 15 minutos. Luego de la contratincion, se procedié al montaje con medio de

montaje especifico para fluorescencia.

VIl. Western Blot

VII. 1. Obtencién de fraccion total

A partir de la remociéon de los Idbulos dpticos embrionarios, se procedié a la
separacién del TO del LO con la ayuda de una lupa y en hielo. Luego, los TO fueron
homogeneizados en un potter con buffer de homogenizacién (Tris-HCl 20mM pHS,
NacCl 137 mM, EDTA 2 mM, Tritédn-x100 1%, glicerol 10%) con inhibidores de fosfatasas y
proteasas. Las muestras fueron centrifugadas a 12500 g por 30 minutos y el
sobrenadante (fraccién total) fue alicuotado y mantenido a -20 °C. La concentracién de
proteina fue determinada por el método de Lowry, utilizando albimina bovina como

standard.

VII. 2. Electroforesis y Electrotransferencia

Las muestras fueron desnaturalizadas en buffer de muestra (Tris-HCl 62.5 mM pH 6.8,
SDS 2%, B-mercaptoetanol 10%, glicerol 10%, azul de bromofenol 0.002%) a 100 °C
durante 10 minutos y sembradas en geles de poliacrilamida-bisacrilamida en volumenes
conteniendo 40 ug de proteina/calle durante dos horas aproximadamente (20 mA/30
minutos para gel concentrador y 25 mA durante el resto del tiempo para gel
separador). Las proteinas fueron electroforéticamente transferidas desde el gel a

membranas de PVDF a 100V durante 90 minutos.
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VII. 3. Blotting y Revelado

Se realizd el bloqueo con una solucion de PBS-T al 5% de leche descremada y 1% de
glicina durante 1 hora en agitacion. Luego, las membranas fueron incubadas con los
anticuerpos primarios (anti Akt, 1:1000; anti pAkt, 1:700; anti-actina, 1:1000) en PBS/BSA
1% toda la noche a 4 °C en agitacion. Luego las membranas fueron lavadas en PBS-T e
incubadas con anticuerpos secundarios conjugados con HRP (1:1000) diluidos en
PBS/BSA 1% durante 2 horas en agitacién a temperatura ambiente.

Los complejos antigeno-anticuerpo fueron detectados por exposicién de las
membranas a un kit de deteccién para quimioluminiscencia (ECL). Las membranas
fueron visualizadas por exposicion a placas radiogréficas, reveladas y fijadas con
soluciones apropiadas.Finalmente fueron scaneadas y cuantificadas

densitométricamente.

VIll. Cultivo neuronal primario

Placas pldsticas de 35 mm fueron tratadas con Poly-L (100 pg/ml en DMEM),
permaneciendo a 4°C toda la noche. Luego fueron lavadas con PBS estéril y cubiertas
con laminina (0.02 pg/ul en H20 MilliQ) durante dos horas. Posteriormente fueron
lavadas para ser luego mantenidas en la estufa de cultivo hasta el momento de la
siembra.

A partir de embriones en DE15, se disecaron los LO, se separaron con ayuda de un
bisturi los TO y éstos fueron separados en pequefos fragmentos que fueron
sumergidos en una solucién de Hanks y glucosa (90 pg/ml), la que fue trasvasada a un
eppendorf para dejarla decantar. El sobrenadante fue retirado, y reemplazado por una
solucién conteniendo DMEM, tripsina 0.125X y glucosa (90 pg/ml). Se llevd a un bafo
térmico a 37°C durante 30 minutos. Para lograr una acciéon homogénea de la tripsina

sobre todo el tejido, cada dos minutos se procedid a agitacion. Luego se agrego 25 pl

46



de DNAsa (2mg/ml) manteniéndola en el bafo térmico dejandola actuar por dos
minutos. Se agregd 50% del volumen de SFB que inhibe la accidn de la tripsina,
centrifugando a 200g por 2 minutos. El sobrenadante resultante se descartd y
reemplazé por una solucién conteniendo Hanks, glucosa (90 pg/ml) y 25 ul de DNAsa
(2mg/ml). Con la ayuda de una micropipeta, se disocié mecdnicamente ain mas el
tejido. Se centrifugd 5 minutos a 200g y se retird el sobrenadante, resuspendiendo el
pellet en medio de cultivo (DMEM, N2, glutamina 2 mM y Penicilina/Streptomicina). El
conteo del numero de células se realizé en una camara de Neubauer y se sembraron
aproximadamente 30 millones de células por placa.

El medio de cultivo fue reemplazado al 50% de su volumen cada dos dias. Las células

fueron mantenidas en cultivo durante dos dias previo a cualquier tratamiento.

IX. Tratamiento hipéxico en cultivo

Luego de dos dias de cultivo, las placas sembradas fueron puestas en una cdmara
plastica herméticamente cerrada de aproximadamente 2.5 | de capacidad, dentro de
un bafo termostatico mantenido a 37 °C. Los cultivos fueron sujetos a una atmdsfera
gaseosa de 0.5% de O2 y 99.5% N2 por 4 horas. La presencia de valvulas de retencidon
permitieron el escape del gas acumulado, mientras se impedia la mezcla con aire
atmosférico, lo que asegurd una atmdsfera hipdxica constante. El hidréxido de calcio
presente en la base de la camara, absorbid el CO2 formado durante el tratamiento. La
concentracion de O2 fue monitoreada cada 30 minutos por medio de un oximetro
digital. Luego del tratamiento hipdxico, las placas fueron regresadas a condiciones

normoxicas en la estufa de cultivo.
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X. Cuantificacion celular

Teniendo en cuanta la variabilidad que impone el desarrollo, realizamos las
cuantificaciones en cortes de LO correspondientes a la region media de ambos ejes
(rostro-caudal y dorso-ventral) para cortes histoldgicos y de puntos preestablecidos en
las placas en el caso de cultivo. Cada unidad experimental surge de la media de al
menos 10 imagenes independientes.

Las imagenes fueron obtenidas con un microscopio de fluorescencia (Zeiss Axiophot)
mediante una cdmara CCD. Las cuantificaciones se realizaron utilizando el

software ImageJ (NIH, Bethesda, MD, USA).

Xl. Analisis estadistico

Los mismos se explicitan en los epigrafes de cada una de las figuras. Brevemente, para
comparar tres 0 mas grupos se realizaron estudios de ANOVA de una o dos vias en
caso de ser dos los factores presentes. Las pruebas de Dunnet o Bonferroni a
posteriori se realizaron para detectar significancias entre los grupos. Los supuestos de
normalidad y homocedancia fueron comprobados.

La significancia estadistica fue establecida para p< 0.05.

Xll. Programas

Todos los andlisis cuantitativos (incluidos los densitométricos) asi como el manejo de
las imagenes se realizé con el programa de dominio publico ImageJ.

Los andlisis estadisticos fueron realizados con el programa Prism de GraphPad

Software, San Diego, CA, USA.
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Xlll. Anticuerpos e Insumos

Los anticuerpos e insumos utilizados, fueron adquiridos de los siguientes proveedores:
Hoechst 33258 / Sigma, USA

Anticuerpo contra NGF maduro [ Millipore, USA
Anticuerpo contra TrkA y P-TrkA / Cell Signaling, USA
Anticuerpo contra p75 / Millipore, USA

Anticuerpo contra caspasa-3 activa / Cell Signaling, USA
Anticuerpo anti-conejo conjugado con HRP [ Millipore, USA
Anticuerpo anti-conejo conjugado con Cy2 / Millipore, USA
Anticuerpo anti-conejo conjugado con biotina / Dako, USA
Anticuerpo contra Akt/Cell Signaling, USA

Anticuerpo contra p-Akt (Ser 473)/Cell Signaling, USA
Anticuerpo contra actina/Chemicon USA

3,3’- Diaminobenzidina tetrahidrocloruro (DAB) / Sigma, USA
Streptavidina/HRP [ Sigma, USA

TUNEL/ Promega, USA

DMEM/F-12 [Invitrogen, USA

HANKs / Sigma, USA

N2 supplement /Invitrogen, USA

L- Glutamina [ Gibco, USA

Tripsina 0.25% [ Sigma, USA

Poly-L-lisina / Sigma, USA

Penicilina/streptomicina / Gibco, USA

Laminina / Invitrogen, USA

Glucosa [ Sigma, USA

Suero fetal bovino [ Natocor, Argentina

DNAsa 1/ Sigma, USA
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NGF 2.5s [/ Millipore, USA
K252a [ abcam, USA
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RESULTADO S
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In Vivo

I. Determinacién de la segunda ola de MCP en el téctum 6ptico

Dado que éste periodo se caracteriza por la participaciéon de las neurotrofinas como
moléculas limitantes y por lo tanto claves en la supervivencia neuronal, realizamos la

técnica de TUNEL sobre cortes histoldgicos de TO de embriones en diferentes
estadios de desarrollo, desde DE12 a DE18 (resultados previos en nuestro laboratorio,
habian demostrado que hasta el DE12, éste segundo periodo de muerte celular no se

producia). Posteriormente se cuantificéd y compard el nimero de células marcadas. Los

resultados mostraron un aumento significativo en la cantidad de neuronas en proceso
de apoptosis entre los DE13 y DE16 con un pico maximo en DE15, y en una direccion
antero-posterior del I6bulo 6ptico (Fig.1).

De esta manera, determinamos el DE15 como dia de trabajo representativo de la

muerte neurotrdfica para los ensayos subsiguientes.

Il. Determinacién de la susceptibilidad de este periodo del desarrollo a la

injuria hipdxica

Con el objetivo de determinar la existencia de vulnerabilidad al dafio hipdxico durante
éste periodo de desarrollo, se realizé la técnica de TUNEL sobre cortes histoldgicos en
parafina de TO de animales controles y en diferentes tiempos de reoxigenacién post-
hipoxia (0, 2, 4, 6 y 9 horas). La cuantificacién de células en proceso de muerte
demostrd susceptibilidad neuronal, al producirse un aumento de la misma casi en un
60% comparado con el Control. Este aumento significativo fue observado luego de 6

horas de reoxigenacion (He, Fig.2).
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Fig.1- El segundo periodo de MCP ocurre cercano al DE15. Sobre cortes histoldgicos de TO provenientes de
embriones de DE12 a DE15 serealizé tincion nuclear con Hoechst y la técnica de TUNEL. (A-D). Microfotografias
mostrando los niveles de células TUNEL+ para DE15 y DE17. (E). Grafico de barras para la cuantificacion de
células TUNEL +/mm’ para cada DE. Los valores son expresados como la media * error stdndard de la media
(ESM) de cuatro experimentos independientes. Se realizé una ANOVA de una via seguida de post test de
Dunnet, comparando cada DE conel DE12. Barra: 100 pm. *, p<0.05.
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Fig.2- El tratamiento hipéxico in vivo incrementa la muerte celular a las 6 horas post-hipoxia. Embriones
en DE15 fueron sujetos a hipoxia (8% O,, 60 min) y devueltos a condiciones normdxicas en diferentes
periodos de tiempo (0, 2, 4, 6 y 12 hs). Sobre éstos TO se realizd la técnica de TUNEL y se cuantifico la
cantidad de células +/mm’ para cada tiempo post-hipoxia. Un incremento significativo en la muerte celular
fue observado a las 6 horas de reoxigenacidn, volviendo a valores controles luego. Los valores son
expresados como la media + el error standard de la media de cuatro experimentos independientes. Se
realizé una ANOVA de una via seguida de post test de Dunnet, comparando cada tiempo post-hipoxia con
eltrtamiento Control (normdxico). *, p<0.05.

lll. Expresion de caspasa-3 activa luego del tratamiento hipéxico

La picnosis nuclear observada con Hoechst luego del dafio hipdxico, constituye una
evidencia morfoldgica de muerte celular, que en gran proporcidn es de tipo apoptdtica
(la caspasa-3 activa puede observarse en necrosis pero en células con evidente dafio
nuclear que no es lo que se observa con Hoechst). Para caracterizar ain mds este
proceso, la activacidon de caspasa-3 en respuesta a una hipoxia aguda sobre células del

TO en DE15, fue evaluada por medio de la técnica de inmunofluorescencia en secciones



de TO tanto de embriones controles como a diferentes tiempos de reoxigenacién (o, 2,
4,6y 9 horas).

Observamos un aumento significativo en la colocalizacién de nucleos apoptdticos y
presencia de caspasa-3 activa, a las 6 horas de reoxigenacion (Fig. 3) con respecto al
grupo control, lo que estarfa apoyando la teoria de la apoptosis como mecanismo de

muerte celular prevalente a consecuencia de la hipoxia.

IV. Expresiéon y modulacion de NGF, P-TrkA y p75 en respuesta a una

Hipoxia

La presencia y disponibilidad de neurotrofinas caracteriza el segundo periodo de MCP
en el desarrollo, dada su participacidon en procesos de supervivencia y mantenimiento
neuronal. La expresion y modulacion de NGF fue evaluada junto con la de sus
receptores de membrana p75 y TrkA. En el caso de éste ultimo, se considerd ademas
los posibles cambios en su activacion como consecuencia del dafio hipdxico.Para ello
realizamos una inmunohistoquimica para cada uno de los marcadores sobre cortes
histolégicos de |ébulo dptico en embriones en DE15 tanto controles como en
diferentes tiempos de reoxigenacién (o, 2, 4, 6 y 12 horas post-hipoxia, Fig.4). El
anticuerpo utilizado para la deteccién de NGF, reconoce Unicamente la forma madura
de ésta neurotrofina. La cuantificacion de las células marcadas con NGF mostré un
aumento significativo en su expresion a partir de las 2 horas de finalizada la hipoxia,
que se mantuvo a las 4 y 6 horas de reoxigenacion, para volver luego a valores
controles. La forma activa del receptor de NGF, P-TrkA, reveld una significativa
disminucién en su activacién en el momento de finalizada la hipoxia (H,), que se vio
aumentada a partir de las dos horas de reoxigenacion (para hacerse significativa a
partir de las 4 horas), y volviendo a valores controles luego de dicho periodo. Para el
receptor p75, se observd un aumento significativo entre las 2 y 4 horas de finalizado el

dafio, que regresa a valores controles a las 6 horas posteriores al tratamiento.
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Fig.3- Expresién de caspasa 3 clivada luego del tratamiento hipéxico. Inmunofluorescencia con
anticuerpo anti caspasa 3 activa en cortes de TO de embriones en DE15 tanto controles como a distintos
tiempos de reoxigenacion, contratefiidos con Hoechst. A. Se produce un aumento significativo en la
cantidad de células expresando caspasa 3 clivada unicamente luego de 6 horas de reoxigenacion. Las
barras representan el ESM de tres experimentos independientes. Determinado con un ANOVA de 1viay
test de Dunnet para cada tiempo seleccionado. *, P< 0.05. B, C y D. Microfotografias para 6 horas post-
hipoxia en la que se observa la marca de caspasa activa y su colocalizacion con un ntcleo apoptotico.
Barra=10um.
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Fig.4- El tratamiento hipdxico in vivo produce el incremento en la expresion de NGF y p7s5, y la
disminucién en la activacién de TrkA. Se realizé una inmunohistoquimica para NGF (A), TrkA total (B), p-
TrkA (C) y p75 (D) sobre cortes histolégicos de TO pertenecientes a embriones en DE15 tanto normdxicos
como a diferentes tiempos post-hipoxia. Las microfotografias muestran la expresion de cada uno de los
marcadores en normoxia (control), inmediatamente después de la hipoxia (Ho) y 4 horas posteriores ala
misma (H,). Los graficos de barras muestran la densidad dptica media celular presente en cada
tratamiento y para cada marcador normalizado a niveles norméxicos. La expresién de NGF se incrementd
significativamente a las 2 horas post-hipoxia manteniéndose en estos niveles hasta las 6 horas (A). La
expresion del receptor TrkA se mantuvo sin cambios significativos para los tiempos estudiados (B),
mientras que su activacion decreci¢ inmediatamente después del tratamiento hipdxico, para aumentar a
las 4 horas de reoxigenacion (C). El receptor p75 mostrd un incremento en su expresion a las 2 y 4 horas
post injuria (D). Los valores son expresados como la media + el error standard de la media (ESM) de tres
experimentosindependientes. Serealizé una ANOYA de una via seguida de post test de Dunnet. Barra: 100
pm. *, p<0.05.
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De acuerdo a estos resultados, existe una modulacién en la expresion de NGF como
consecuencia de la hipoxia, que podria interpretarse como un intento de “rescate” por
parte de la neurona ante la injuria que produce la disminucién de oxigeno. La
activacion del receptor TrkA se ve afectada en el momento de finalizaciéon de la
hipoxia, mientras que el receptor p75, permanece sin cambios en ese tiempo evaluado.

Mas adelante se discutira las implicancias de éstos resultados.

V. Modulacidon de Akt en la MCHXx

Dado el conocido rol de Akt en la supervivencia neuronal fisioldgica y su participacién
en las vias de sefializacion que se inician con la activaciéon de TrkA, evaluamos su
posible activacidon tras un evento de hipoxia y el efecto que ello pueda producir en la
muerte debido a esta injuria. Akt tiene acciones rapidas y no gendmicas sobre la
regulacion de la integridad de la mitocondria, por lo que buscamos posibles variaciones
en su activacion en tiempos cortos post hipoxia: 0, 30 y 90 minutosde reoxigenacion.
Los resultados obtenidos muestran que la activacion de Akt disminuye en el momento
de finalizacion de la hipoxia, volviendo rdpidamente a valores controles (y sin
superarlos) hasta los tiempos estudiados (Fig.5), indicando que en nuestro modelo,
Akt no tendria una funcidn de rescate por lo menos en tiempos cortos post dafo.

Este resultado presenta coherencia con la disminucion en la activaciéon de TrkA
presentada en el punto anterior; si se tiene en cuenta el papel regulador de P-TrkA
sobre P-Akt, podria pensarse esta modulacién como uno de los factores determinantes
de la apariciéon de muerte celular observada luego de las 6 horas de reoxigenacion, al
producirse la disminucidon de dos moléculas claves en la activacién de mecanismos de

supervivencia celular.
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Fig.5- La activacion de Akt disminuye durante la hipoxia. Sobre homogenatos totales de TO de embriones
en DE15 tanto controles como a diferentes tiempos de reoxigenacién (0, 30, 60 y 90 minutos), se realizd
Western Blot. El revelado se realizé con anticuerpos para Akt total, fosforilado y actina. Las placas
muestran los resultados para los anticuerpos y tiempos mencionados. El grafico de barras muestra la
cuantificacion de la densidad dptica relativizada a su respectivo control para Akt y P-Akt. La expresidn de
Akt no varia significativamente en los tiempos estudiados, mientras que la de Akt activado disminuye en
forma significativa en el momento de finalizada la hipoxia. Las barras representan la media + ESM de tres
experimentos diferentes. Determinado con ANOVA de una viaindependiente para Akt, P-Akt y actina. Post
test de Dunnet comparando cadatratamiento con el control
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In Vitro

VI. Puesta a punto de la técnica de cultivo neuronal primario.

Seguimiento y caracterizacién de viabilidad celular.

A partir de embriones en dia 15, fue puesta a punto la técnica de cultivo neuronal
primario lo que nos permitid evaluar el efecto en las neuronas del TO de diversas
drogas, tarea que se dificulta realizarla in vivo, dado que para el DE15, la barrera
hematoencefdlica ya estd consolidada, y su aplicaciéon en los vasos de la membrana
corio-alantoidea no permite difundir dicha sustancia hacia el interior del sistema
nervioso central.

Para poder determinar la ventana temporal en la que resultara conveniente la
aplicacion de los diversos tratamientos, cultivos neuronales primarios de animales
controles fueron seguidos en el tiempo, observando cantidad, morfologia y aspecto
celular general a partir del primer dia de cultivo. La adhesidn de las células a la base de
las placas de cultivo, se produjo al segundo dia de siembra, dia en el que también
comienzan a establecer uniones entre ellas. Las observaciones realizadas mediante la
coloracidon de nucleos con Hoechst, mostraron que las células mantuvieron su nimero
promedio durante siete dias a partir de ser sembradas, momento en el cual se produce
un marcado cuello de botella, que reduce en forma drdstica y significativa su nimero a
la tercera parte aproximadamente con respecto a la cantidad inicial (Fig.6).

Para conocer el tipo celular sobre el cual se estaba trabajando, se realizd sobre cultivos
primarios obtenidos a partir de embriones controles en dia 15 del desarrollo, una
inmunohistoquimica contra el marcador neuronal MAP-2. Estudios previos en nuestro
laboratorio demostraron que en el TO en desarrollo, el tipo celular predominante lo
constituyen las neuronas hasta el DE14, dia a partir del cual comienzan a aparecer

astrocitos diferenciados en un gradiente ventral-dorsal (Pozo Devoto, 2006).
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Fig.6- Viabilidad celular en cultivos neuronales primarios. El seguimiento a través del
tiempo de la cantidad de células presentes en el cultivo, mostré una drastica y
significativa reduccion en su nimero a partir del dia 7 de siembra, cercano al 70% (C). A, B.
Tincién con Hoechst de nticleos celulares para el dia 2 de cultivo (A) y 7 (B) en el que se
observa la marcada diferencia cuantitativa. La inmuno histoquimica contra MAP-2
(inserto en A) mostrd una abundante marca de ésta proteina, lo cual permite determinar
a las neuronas como el tipo celular mayoritario en el cultivo primario. Los valores son
expresados como la media + error standard de la media (ESM) de cuatro experimentos
independientes. Se realizé una ANOVA de una via seguida de post test de Dunnet,
comparando cada dia de cultivo con el dia1(D1). Barra: 10 ym. *, p<0.05.
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Teniendo en cuenta que el dia embrionario seleccionado en este trabajo es muy
cercano a este inicio y a la abundante expresidon del marcador neuronal MAP-2
obtenido en los cultivos neuronales primarios, podemos sugerir que las neuronas son
el tipo celular mayoritario involucrado, sin descartar una posible participacion de

precursores gliales.

VIl. Determinacion del requerimiento de NGF enddégeno para la

supervivencia neuronal en cultivo.

Con el objetivo de determinar el requerimiento por parte de las neuronas de NGF
enddgeno, cultivos neuronales de TO de animales controles fueron tratados con
diferentes concentraciones de anticuerpo anti NGF en el medio de cultivo, durante 48
hs, con el objetivo de bloquear la accién de ésta neurotrofina (sintetizada y liberada al
exterior en su forma madura) y observar su efecto (Fig.7). Para descartar un “efecto
anticuerpo”, el cultivo control fue tratado con las mismas concentraciones de
anticuerpo anti IgG. No se encontraron diferencias cuantitativas en los cultivos por la
presencia de ésta inmunoglobulina.

De las cantidades de anticuerpo anti NGF utilizadas (0.2ug, 0.1ug y 0.05 ug), las dos
mayores mostraron tener un efecto sobre el nimero de neuronas, disminuyendo su
cantidad en forma significativa (cercano al 50%) luego de dos dias de cultivo. A partir
de estos resultados puede concluirse que el NGF constituye una molécula necesaria
para la supervivencia neuronal durante ésta etapa del desarrollo, caracterizada por la

presencia de neurotrofinas y competencia por su disponibilidad.
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Fig.7- El NGF enddgeno es requerido para la supervivencia celular de cultivos neuronales primarios.
Cultivos neuronales provenientes de embriones controles en DE15 fueron tratados con diversas
cantidades de anticuerpo anti NGF maduro con el objetivo de lograr su bloqueo en el medio extracelular
donde es secretado. Se obtuvo una reduccidn estadisticamente significativa en la supervivencia neuronal
para las dos cantidades mayores de anticuerpo (0.2 y 0.5 ug) . Los valores son expresados como la media +
elerrorstandard delamedia (ESM) de tres experimentos independientes. Serealizé una ANOVA de una via
seguida de post test de Dunnet, comparando las distintas cantidades de anti NGF con el tratamiento
control..*, p<0.05.

VIll. Puesta a punto de la técnica de hipoxia en cultivo. Evaluacién de la

vulnerabilidad neuronal frente al dafio hipéxico in vitro.

Dado que la hipoxia produjo una disminucidn significativa en el nimero de neuronas
del téctum Jptico in vivo, se buscd determinar si este mismo efecto se producia sobre

neuronas en cultivo a partir de neuronas disociadas de I6bulo dptico de embriones de
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pollo en dia 15. De acuerdo a la bibliografia, las concentraciones de Oz utilizadas en
cultivos neuronales en general, se encuentran entre o y 1 % siendo los tiempos de
permanencia de los cultivos en estas condiciones, muy variable también.

Se determind que 4 horas de tratamiento hipdxico a una concentracion de 0.5% de O,,
en una camara disefiada especialmente para tal fin (que provee una atmdsfera hipdxica
normobdrica y temperatura constante durante todo el tratamiento), produjeron una
reduccidn significativa en el nimero de neuronas cuando se las comparaba con cultivos
controles. Esta disminucidn, entre 55-70%, comenzd a ser significativa a partir de las 24
horas de reoxigenacién (Fig.8). Para la cuantificacién neuronal, los nucleos fueron

tefidos con Hoechst y observados en microscopio de fluorescencia.

IX. Rol neuroprotector del NGF

Una vez validado el dafo hipéxico en nuestro modelo in vitro, procedimos a evaluar si
el NGF podia tener algun efecto protector ante éste tipo de dafo sobre las neuronas
en cultivo, evitando o disminuyendo la tasa de muerte celular observada en el punto
anterior. Para ello se realizé6 una curva en la que fueron testeadas distintas
concentraciones de NGF en el medio de cultivo (10, 50, 100 y 150 ng/ul) a diferentes
tiempos pre-hipoxia (0, 30, 60 y 90 minutos) para evaluar luego los efectos
cuantitativos del dafio sobre los cultivos celulares. La menor concentracion de NGF que
presentd un efecto protector fue la de 50 ng/ul y el menor tiempo el de 30 minutos,
combinacidn que fue elegida como parametro de trabajo para evitar posibles efectos
toxicos o no deseados sobre las células. Se evalud ademas si la presencia de NGF en el
cultivo, mas alla del tratamiento hipdxico, poseia un efecto sobre la cantidad de células
en cultivo (“efecto NGF), hecho que fue descartado por lo menos para los tiempos

estudiados.

64



CONTROL

150 -

—

(=]

o
1

Neuronas/mm?
(4,]
o
1

horas post hipoxia

Fig.8- La hipoxia in vitro incrementa la muerte celular luego de 24 horas de finalizado el tratamiento
hipéxico. Cultivos neuronales primarios provenientes de TO de embriones en DE15 fueron sujetos a hipoxia
(0.5%0,, 4hs) y retornados a condiciones norméxicas. A diferentes tiempos de reoxigenacion se cuantificd
el nimero de células. Microfotografias de cultivos neuronales para control, 24 y 48 horas post hipoxia (A).
Los nucleos neuronales marcados con Hoechst fueron cuantificados y normalizados a 1 mm® para los
diferentes tiempos estudiados (B). Un significativo decrecimiento en la densidad neuronal fue observado a
partir de las 24 horas de reoxigenacién. Los valores son expresados como la media + el error standard de la
media (ESM) de cuatro experimentos independientes. Se realizé una ANOVA de una via seguida de post
testde Dunnet. Barra: 100 pm. ¥, p<0.05.

65



Aquellos cultivos que fueron tratados con 50 ng/ml de NGF 30 minutos antes de
iniciada la hipoxia, no mostraron disminucién significativa en el nimero de neuronas a
partir de las 24 horas de reoxigenacion con respecto a los controles, como ocurrid en
aquellos cultivos que recibieron tratamiento hipdxico Unicamente (Fig.9),
demostrando asi el rol neuroprotector del NGF para esta poblacidn neuronal durante

el periodo de desarrollo estudiado.

X. Activacion del receptor de NGF, TrkA, en respuesta a la injuria hipdxica y a un

evento de neuroproteccion.

La activacion y participacion en el fendmeno de neuroproteccion del receptor de NGF,
TrkA, fue evaluada en cultivos neuronales primarios de Idbulos dpticos en DE15,
mediante la técnica de inmunocitoquimica. Los tratamientos utilizados fueron
controles, hipdxicos (fijados a las 0, 12, 24 y 48 horas de regresados a condiciones
normodxicas) y pretratados con NGF en las “condiciones neuroprotectoras”
determinadas anteriormente (50 ng/ul de NGF 30 minutos antes de iniciarse la hipoxia).
La marca citoquimica de este receptor se caracterizd por su apariencia puntuada o
granular, ubicada tanto en neuritas, como soma y nticleo neuronal (Fig.10). Los cultivos
mostraron, en concordancia con los cortes histoldgicos presentados en el punto 4, una
disminucidn significativa en la activacidon de este receptor (tomando como unidad a
cuantificar, la cantidad de grdnulos conteniendo receptor en cada célula) en el
momento de finalizada la hipoxia (H,) con respecto a las células no injuriadas, que es
recuperada a partir de las 12 horas post hipoxia volviendo a valores controles a partir
de las 24 horas. Sin embargo, esta disminucién no se observa en aquellos cultivos
tratados previamente con NGF, lo cual unido a valores de apoptosis similares a los
controles a pesar de la hipoxia, sugeririan que el TrkA en su forma activa seria un
elemento participante de la ruta de neuroproteccién que se desencadena ante la

presencia de NGF previo al comienzo de la hipoxia.
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Fig.9- NGF produce un efecto neuroprotector frente a la muerte celular inducida por hypoxia. Cultivos
neuronales primarios fueron sujetos a tratamiento hipdxico en presencia o ausencia de NGF (50 ng/ul, 30
min antes de |a hipoxia). Microfotografias representativas de neuronas tefidas con Hoechst en las que se
observa la densidad celular para cultivos controles (A), hipéxicos (B,C) e incubados previamente con NGF
(D,E). La cuantificacién de dicha densidad reveld que los cultivos tratados con NGF no son vulnerables a la
hipoxia (F). Los valores son expresados como la media = el error standard de la media (ESM) de cuatro
experimentos independientes. Se realizd una ANOVA de una via seguida de post test de Dunnet
comparando cadatratamiento con el Control.. Barra: 100 pm. *, p<0.05.
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Fig.10- La disminucién en la activacién de TrkA debido a la hipoxia, es abolida por el NGF. Sobre cultivos
neuronales primarios se realizé una inmunofluorescencia contra pTrkA en presencia o ausencia de NGF.
Microfotografias mostrando una superposicién de imagenes de tincidon con Hoechst (nucleos azules) y
granulos marcados con pTrkA (verde) para cultivos normdxicos, hipdxicos e hipdxicos pre tratados con
NGF (A,B,C). Para cada tratamiento fue cuantificado el niimero de granulos por neuronaalas 0,12y 24 horas
post-hipoxia (D). La hipoxia disminuyd significativamente el nimero de granulos inmediatamente después
de lareoxigenacion (Ho) retornando a valores controles después de las 12 horas. La presencia de NGF en el
medio de cultivo, impidié dicha disminucion enlos granulos de pTrkA(B vs C).). Los valores son expresados
como la media * el error standard de la media (ESM) de tres experimentos independientes. Se realizé una
ANOVA de dos vias seguido de post-test de Dunnet. Barra: 25 um. *, p<0.05.
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Xl. Inhibicion de la activacion del receptor TrkA sobre el mecanismo de

neuroproteccion frente al dafio hipodxico en cultivo.

Con el objetivo de evaluar una posible intervencion del receptor de NGF en Ia
neuroproteccion, se procedid a inhibir la activacién de TrkA y ver su efecto sobre la muerte
neuronal por hipoxia. Para ello se utilizé el inhibidor especifico k252a a concentraciones que
fueron entre los 50 y 500 nM. Se realizd tincidn de nucleos mediante coloracién con
Hoechst con el fin de determinar el nimero de neuronas luego del tratamiento hipdxico.
Las tres concentraciones mds altas de inhibidor mostraron un efecto de anulacién de la
neuroproteccion ejercida por el NGF a las 24 horas post hipoxia, ya que dichos cultivos
presentaron valores de muerte celular, similares a los que solo recibieron hipoxia (Fig11).
Paralelamente se realizd sobre los cultivos una inmunocitoquimica contra P-TrkA con el fin
de evaluar si la activacidn de dicho receptor se vio afectada por la presencia del inhibidor
que se encontraba en el medio de cultivo. Aquellas concentraciones de inhibidor que
produjeron una disminucién en la cantidad de neuronas luego de la hipoxia a pesar de la
presencia de NGF, produjeron en estas mismas condiciones, una disminucién significativa

en la activacion del receptor TrkA.
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Fig.11- La accién del inhibidor k252a sobre la activacién de TrkA, neutraliza el efecto neuroprotector del
NGF. Cultivos neuronales primarios fueron sujetos a hipoxia e incubados con NGF o NGF y k252a (100 nm),
un inhibidor especifico de la fosforiacion de TrkA. A. Ensayo de supervivencia: mediante tincion con
Hoechst, se cuantificé la densidad celular. La disminucién en la sobrevida neuronal a consecuencia de la
hipoxia (24 y 48 hs dereoxigenacién), fue contrarrestada cuando el NGF se agregd al medio, pero laadicién
de k252a abolid el efecto neuroprotector, conduciendo a valores similares a los del tratamiento hipéxico.
B. Efecto sobre la activacion del receptor TrkA. Mediante una inmunofluorescencia contra la forma activa
de TrkA, se cuantifico la cantidad de granulos/neurona en los tiempos 0, 12 y 24 horas post-hipoxia. La
disminucidn enla cantidad de granulos conteniendo |la forma activa del receptor que se produce al finalizar
el tratamiento hipdxico, es contrarrestada por la presencia de NGF, pero la adicién de k252a al medio de
cultivo, vuelve dichos valores similares a los obtenidos durante la hipoxia Los valores son expresados
como la media + el error standard de la media (ESM) de tres experimentos independientes. Se realizé una
ANOVAde dos vias seguido de post-test de Dunnet ¥, p<0.05.
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DISCUSION
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I. MCP del desarrolloen el TO

El TO como la mayoria de las estructuras nerviosas en desarrollo, se halla sujeto a
periodos u “oleadas” de MCP: la primera de ellas es cercana al DE7 (Zhang y Galileo,
1998), y ocurre sobre neuroblastos y células postmitdticas jovenes. La segunda, es
dependiente de neurotrofinas, lo cual ha sido descripto en una variedad de especies
(Jacobson et al., 1997).

En el presente trabajo hemos descripto el curso de la Muerte Celular que caracteriza al
Desarrollo en el TO de embriones de pollo en estadios avanzados, completando la
caracterizacidon de la dinamica de uno de los procesos que controla el nimero de

células final al momento de la eclosion.

Il. Muerte celular hipéxica en el TO en desarrollo

Nuestro modelo de hipoxia representa uno de los componentes de la isquemia, la
disminucién en la concentracion de O2 en los tejidos. En este sentido, los dafios
generados por la hipoxia corresponden exclusivamente a esta disminucion, y si bien el
modelo hipdxico es reduccionista, es mas transparente a la hora de reconocer las
causas de dafio.

Nuestros resultados muestran que existe vulnerabilidad por parte de las neuronas del
téctum Jptico al tratamiento hipdxico agudo durante esta etapa del desarrollo.

Una caracteristica de la muerte hipdxica observada en nuestro modelo, es el poco
tiempo en el que aparece manifestacion de la misma una vez finalizado el dafio, y el
escaso tiempo en el que se mantiene esta manifestacidon. No se observa muerte celular
hipdxica hasta las 6 horas, y a las 9 horas de reoxigenacidn las tasas de muerte estan
reestablecidas a valores del desarrollo. Esta rapidez en la manifestacién de muerte
celular por hipoxia puede deberse a que los mecanismos de muerte se encuentran en

un grado de disponibilidad mas alto por tratarse de individuos en desarrollo.
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Esta caracteristica propia de la hipoxia marca lo discreto del fendmeno en términos
temporales: la muerte celular hipdxica tiene un inicio y un fin muy delimitados.

La muerte celular observada en animales controles (muerte natural del desarrollo) y la
que resulta del dafo hipdxico (muerte hipdxica), comparten la presencia de
condensaciones nucleares (observado mediante coloracién con Hoechst) y marca
TUNEL positiva. La abundante expresion de caspasa-3 activa en el momento en el que
se produce el desmantelamiento nuclear (H¢), nos habla de ésta proteina como
participante en la ejecucidn de la muerte observada. Estos resultados son coherentes
con los obtenidos previamente en nuestro laboratorio para el DE12 en los que se
observd activacion de citocromo-c a las 4 horas post-hipoxia y de caspasa-3 a las 6
horas, existiendo una correlacidon temporal entre la activacidon de los indicadores de
muerte y el momento de mayor expresiéon de MCP (es decir, una sucesién temporal
entre la liberacidn de citocromo ¢, la activacién de caspasa-3 y la fragmentacién del
ADN) (Pozo Devoto et al 2008).

Todos estos elementos nos permiten hablar de apoptosis como mecanismo altamente
probable de muerte celular programada, tanto para la muerte neuronal del desarrollo,
como la muerte por hipoxia. Podria pensarse un umbral a partir del cual las células
mueren, determinado por un equilibrio en la relacidon supervivencia/muerte. La
presencia de ciertos factores (como la hipoxia), desequilibarian el sistema,
disminuyendo temporalmente ese umbral, y conduciendo a las células a una muerte

mayor (Pozo Devoto V.M., 2012).

lll. NGF y viabilidad neuronal

El efecto negativo sobre la supervivencia neuronal en cultivo que produjo el bloqueo
de NGF mediante el uso de anticuerpo, proveyd evidencia acerca de la participacion en
nuestro modelo del NGF como molécula clave en la viabilidad celular. Existe amplia

bibliografia en la que éste efecto se repite y en la que se da cuenta ademds de los
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dafios morfoldgicos y fisioldgicos que la ausencia de NGF produce sobre diversas zonas
del cerebro en desarrollo y adulto (Nabeshima et al, 1991; Ruit et al., 1992; Van der Zee

et al, 1995; Nitta et al, 1997).

IV. NGF y sus receptores tras un evento hipdxico

Como se mencionaba anteriormente en otra seccidn, si bien el NGF se expresa desde
etapas tempranas en la ontogenia del embrién de aves con funciones no esclarecidas
del todo y con funciones relacionadas con mantenimiento y supervivencia neuronal en
estadios mas avanzados del desarrollo, la menor proporcidon de su forma madura en
relaciéon con sus abundantes pro formas, hace de su cuantificacién, un problema a la
hora de la eleccidn de la técnica utilizada. Por medio de la inmunohistoquimica se
reveld un aumento en los niveles de NGF dos horas después de finalizada la injuria.
Esta tendencia se mantiene dentro de los tiempos evaluados, hasta las 6 horas para
retornar luego a valores de expresion similares a los controles. Si bien existen en la
literatura resultados que demuestran una disminucién en los niveles de NGF y de su
mensajero en cerebro post natal luego de una injuria (Popic et al., 2012), en la mayoria
de los modelos estudiados, su expresiéon aumenta tanto a nivel de proteina como de
ARN. Este hecho ha sido reportado para tejido nervioso y no nervioso. En el primer
caso podemos mencionar aumento en los niveles de NGF y su mensajero en lesiones
hipocampales (Gasser et al., 1986), decorticacién bilateral (Lorez et al., 1988), hipoxia
cerebral (Lorez et al., 1989) y regeneracién de nervio vago post axotomia (Lee et al.,
2001), todo ello en rata. En tejido no nervioso se reportan aumentos en el proceso de
reinervacién del drea dafada por injuria miocdrdica en modelo murino (Oh et al.,
2006), luego del dafo por cirugia corneal refractiva en conejos (Wu et al., 2009), etc.,
por citar sélo algunos ejemplos. Las referencias para modelos de aves son escasas,
particularmente durante el desarrollo (Sliwinska-Kowalska et al., 2005). Lo

mencionado anteriormente junto con nuestros resultados, nos llevan a reforzar Ila
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hipdtesis por la cual consideramos el aumento en la expresién del NGF como una
estrategia de proteccidon de los tejidos que responden a diversas formas de dafio, en
este caso, la hipoxia.

Qué ocurre con TrkA? La inmunomarca del receptor P-TrkA fue visualizada en forma de
pequefas vesiculas tanto en citoplasma como neuritas y nucleo. Si bien la nuclear no
pareciera en un principio ser la localizacion esperada para un receptor de membrana
(del cual se conoce muy bien su internalizacién endociticay posterior degradadacién
dentro de lisosomas o su reciclaje hacia la membrana plasmatica), se conoce desde
hace algunos afos que puede encontrarse tanto en nucleo como en mitocondrias,
donde constituyen elementos de sefalizacién con la superficie celular (Carpenter et
al.,, 2009). Se especula que en el nucleo tendrian funcién en la regulacién de la
expresidon génica, transporte de moléculas y hasta actividad de topoisomerasa
(Carpenter, 2003).

De acuerdo a los resultados obtenidos, se observé que tanto in vivo como in vitro, se
produjo una disminucién en la activacién de TrkA en el momento en el que finalizé la
hipoxia. La disminucidon en la expresion de éste receptor y su relacion con la pérdida o
disfuncion neuronal luego del dafio, es encontrada en diversos trabajos y para otros
modelos de estudio. La expresiéon del ARNm de TrkA (y del resto de los Trk’s) se vio
afectada, por ejemplo, en un modelo de contusion medular en ratas, en el que se
produjo una disminucion inmediata de la transcripcion de estos receptores. Los
autores sugieren que esta menor expresion se correlacionaria con la pérdida neuronal
progresiva, observada en la zona y los alrededores del dafio (Liebl et al., 2001). Se ha
relacionado también la pérdida de TrkA en ratones knock outs condicionales para esta
proteina, con la disfuncién de neuronas colinérgicas de cerebro anterior y con una
declinacién en sus capacidades cognitivas, caracteristicas fisioldgicas que se
encuentran en pacientes con enfermedad de Alzheimer (Sdnchez-Ortiz et al., 2012;).
Nuestros resultados mostraron que como consecuencia de la hipoxia, se produjeron

cambios en la activacién (fosforilacion) de TrkA, pero no en su expresidn total, lo que
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contribuye a comprender algo mas de la via de supervivencia que ése receptor inicia,
ya que la mayoria de los trabajos se refiere a la modulacidn en su expresién y no a los
posibles cambios en su activacién como consecuencia del dafio.

Dado que la sefializacién por parte de este receptor es critica para la regulacion de
mecanismos como supervivencia, diferenciacidon y procesos sindpticos, interpretamos
la disminucidn en su fosforilacién como un factor crucial en la muerte neuronal que se
produce luego de la hipoxia, y el aumento en su activacidon que se observa mas tarde in
vivo (a las 4 horas de reoxigenacién), como una estrategia de proteccién o rescate
celular que acompafa el aumento en la expresion del ligando NGF. La disminucion en
la fosforilacion de TrkA podria estar relacionada con un desequilibrio entre las
proteinas encargadas del dinamico proceso de fosforilacién y desfosforilacién (tirosina
kinasas y tirosinas fosfatasas respectivamente), ya que el dafo celular (en este caso la
hipoxia), altera dicho equilibrio (Pei et al.,, 2000; Hwang et al., 2006). En nuestro
laboratorio se han obtenido resultados que relacionan hipoxia con disminucién
generalizada de fosfotirosinas, lo cual acompafiaria las observaciones antes
mencionadas.

En un modelo de neuronas simpaticas de rata en cultivo, se ha identificado una
proteina reguladora de la desfosforilacion de P-TrkA, demostrando que cuando éste
receptor se halla sostenidamente desfosforilado (y por lo tanto inactivo), se produce la
disminucidn en la sobrevida de las neuronas, ain en presencia de NGF (Marsh et al.,
2003).

Con respecto al receptor p75, su expresion luego del tratamiento hipdxico reveld
valores similares al control apenas finalizada la hipoxia. Como se mencionaba
anteriormente en este trabajo, las vias desencadenadas y los efectos fisiolégicos que
se ponen en marcha a partir de los receptores de neurotrofinas, dependen del
contexto celular en el que éstos se encuentran. P75 promueve vias de supervivencia
cuando se coexpresa con TrkA. De acuerdo a nuestros resultados, en el momento en el

que la hipoxia finaliza, su expresion no se ve modificada con respecto al control,
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mientras que su “contraparte” TrkA se encuentra significativamente disminuido en su
activacion, con lo cual actuaria como un factor promotor de la muerte celular que se
observa horas mas tarde. Si bien existe un aumento en la activacion de TrkA posterior
a Ho, ésta se produce a partir de las 4 horas de reoxigenacion, cuando la activacion de

las rutas moleculares que conducen a la muerte celular, es irreversible.

V. Rol de Akt en la MCHx

La via de sefializacién PI3k/Akt tiene un rol preponderante en la supervivencia neuronal
fisiolégica (Hetman et al; 1999). Los niveles de P-Akt se ven incrementados en diversos
modelos de hipoxiaf/isquemia transitoria junto con el de células TUNEL positivas
(Ouyang et al; 1999). Si se aplica un inhibidor de PI3K, los niveles de P-Akt permanecen
estables y el nimero de células en apoptosis se ve incrementado (Kamada et al; 1997).
Estos resultados darian cuenta de una actividad de “rescate celular” por parte del Akt.
Sin embargo, existe gran cantidad de resultados que demuestran en cambio una
disminucién de P-Akt como consecuencia de diversos tipos de dafio (tratamientos con
glucocorticoides, toxinas, pro-oxidantes, dafio nervioso, isquemia, etc) y el
consecuente incremento de la muerte apoptética (Poulsen et al., 2011; Spencer et al.,
2003; Pasciu et al., 2009; Homma et al., 2007). Nuestros resultados luego de una
hipoxia, concuerdan con estos ultimos datos, ya que se observé una disminucidén en la
expresiéon de P-Akt en el momento de finalizada la hipoxia (H0) que se reestablece a
valores controles a los 30 minutos de reoxigenacion. Segun lo observado, la respuesta
de rescate del Akt no sdélo estd ausente sino que este hecho pareciera estar
involucrado en la muerte hipdxica que se produce luego, en el sentido que su
“apagado” transitorio conduciria a desbalances que activarian vias apoptoticas. Existe
un estudio en multiples sistemas celulares in vitro que describe que la sola

desactivacion de Akt es suficiente como para causar muerte celular (Luo et al, 2003).
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Estos resultados disimiles encontrados en la literatura pueden ser consecuencia de
diferencias regionales en la expresién/activacion de Akt, no sélo entre modelos, sino
dentro de un individuo (ntcleo y periferia de una regién isquémica, por ejemplo). La
fosforilacion de Akt podria depender ampliamente de la severidad del dafio, lo que

originaria diferencias en el perfil de P-Akt. (Noshita, 2001).

VI. NGF como molécula neuroprotectora del daho hipéxico

El agregado de NGF al medio de cultivo media hora antes de iniciada la hipoxia, impidid
el aumento en la muerte neuronal asociada a la misma, confirmando para nuestro
modelo, el rol neuroprotector de esta neurotrofina. Ya que observamos que en estas
condiciones se produjo ademads la abolicién de la caida en la fosforilacién de TrkA en el
punto Ho, hipotetizamos que dentro de los factores que convierten al NGF en una
molécula neuroprotectora, la activacion y desactivacion de este receptor, constituye
una pieza inicial clave.

Cuando este receptor fue inhibido en su fosforilacion mediante el uso de k2523, los
efectos en la supervivencia neuronal fueron similares a los producidos por la hipoxia.
Estos resultados, refuerzan nuestra hipdtesis planteada sobre el papel del P-TrkA como
molécula iniciadora clave del fendmeno de neuroproteccién, y al momento de
finalizacion de la hipoxia, como un periodo de susceptibilidad y regulacion en el que el
balance y estado de receptores, serian criticos en el destino de las células que sufren
dafio por hipoxia.

En conclusién, los resultados obtenidos en el presente trabajo confirman el rol
neuroprotector de NGF en el SNC en desarrollo, proceso que presenta como condicion
necesaria la activacion de su receptor TrkA.

La hipoxia-isquemia perinatal es una de las causas mas importantes de dafio cerebral
dadas las graves consecuencias sobre el desarrollo posterior, tanto cognitivo como

motor. Teniendo en cuenta que el cerebro inmaduro es mas vulnerable que el adulto a
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eventos de hipoxia-isquemia (por su mayor requerimiento de 02, susceptibilidad a
hemorragia peri e intra ventricular, menor cantidad de mielina, entre otros), es
necesario enfocarse en el periodo inmediato al evento hipdxico-isquémico donde las
estrategias terapéuticas son mas eficaces en reducir el dafio cerebral posterior. Este
periodo es corto y puede variar entre las 2 y 6 horas (Celador, 2013).

La investigacion en el estudio sobre injuria cerebral hipdxica-isquémica en periodos pre
y perinatales continda desarrollandose debido a la necesidad de mejora de puntos
tanto practicos como de conocimiento tedrico en la busqueda de estrategias
terapéuticas. Es por ello que el estudio de las vias de neuroproteccién, sus moléculas
participantes y mecanismos de accion representan puntos claves en la busqueda de la
disminucion o atenuacion de las consecuencias que genera la disminucion aguda de

oxigeno sobre el tejido nervioso en desarrollo.
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CONCLUSIONES
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Los resultados obtenidos a partir de la presente Tesis demuestran que el Téctum
Optico de embriones de pollo durante el periodo comprendido entre los dias 13 y 16 del
desarrollo, es vulnerable a una hipoxia aguda, produciéndose una significativa muerte
neuronal luego de las seis horas de reoxigenacién. Esta ventana temporal se
caracteriza por la participacion y rol clave de los factores neurotréficos (de ahi que
esta segunda oleada de MCP se la conozca como “muerte neurotréfica”) en procesos
de supervivencia y mantenimiento celular, entre otros.

Durante este fendmeno, la caspasa- 3 actia como molécula ejecutora participante en
el desmantelamiento nuclear.

El aumento en la expresion de NGF como resultado de esta injuria, es interpretado
como una estrategia de rescate por parte de la célula en respuesta al dafio recibido.

La injuria hipdxica produce una disminucién de la fosforilacion de su receptor TrkA.
Este hecho sumado a la no modificacién en la expresién de p75 mientras su
“contraparte” se encuentra afectado en su activacion, son considerados claves en Ila
puesta en marcha de vias de muerte celular programada que es observada a las 6
horas post hipoxia. Esta activacién de rutas apoptdticas se veria favorecida ademads

ll{

por el “apagado” temporal en la expresidn de P-Akt al finalizar la hipoxia y al hecho de
que su recuperacion posterior no sobrepasa los valores controles.

Confirmamos también para nuestro modelo, el rol neuroprotector del NGF sobre
neuronas sometidas a hipoxia. Estas mantuvieron su nimero a pesar del dafio y se
produjo la anulacién en la disminucidn de la activacidon de TrkA.

El inhibidor especifico de la fosforilacion de TrkA no permitié al NGF ejercer su papel
neuroprotector, lo cual unido a los resultados antes mencionados, posicionan al
receptor TrkA como una molécula clave en en la activacion de rutas de sefializacidn de
supervivencia celular y en el fendmeno de neuroproteccion.

El momento en el que el dafo hipdxico finaliza, revistiria un papel clave (permitiendo

crear una ventana temporal terapéutica) dada su susceptibilidad y regulacién en el que
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el balance y estado de sus receptores, entre otras moléculas, serian criticos en el

destino de las células hipoxiadas.

Maria Eugenia Bogetti Dra. Sara Fiszer
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