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Resumen

Asfixia perinatal implica interrupcion del intercambio de gases al momento de nacer,
resultando en muerte si la biodisponibilidad de oxigeno no es reestablecida. A pesar de
que la pronta re-oxigenacion permite revivir al neonato, el insulto produce muerte
neuronal y alteraciones neurologicas a largo plazo. Se ha discutido si estas consecuencias
a largo plazo de la asfixia perinatal dependen de la duracién del insulto, o de cambios en
las vias metabodlicas que determinan una vulnerabilidad selectiva a insultos metabolicos
postnatales que puedan ocurrir a lo largo del desarrollo, limitando la capacidad del sistema
nervioso central para responder a factores de estrés metabdlicos y/o ambientales. Los

mecanismos por los que la asfixia perinatal produciria esta vulnerabilidad no estan

dilucidados.

Por otra parte, se ha observado que la asfixia perinatal no afecta todas las regiones
cerebrales por igual, ya que existen regiones privilegiadas en cuanto a reservas energéticas
y mecanismos anti-stress, y otras, como los ganglios basales, especialmente vulnerables al
dafio y malfuncionamiento. Las neuronas dopaminérgicas, que constituyen el sistema
pivotal de los ganglios basales, han demostrado ser muy susceptibles a la asfixia perinatal.
Los mecanismos de esta susceptibilidad selectiva tampoco estan dilucidados.

En el presente proyecto, se propone estudiar la vulnerabilidad a un segundo insulto
metabolico de las neuronas dopaminérgicas de ratas expuestas a asfixia perinatal, evaluado
en cultivos organotipicos, monitoreando los componentes esenciales de los ganglios
basales, substantia nigra, neostriado y neocortex, midiendo muerte celular, fenotipo celular
y neuroquimico, cuantificando parametros morfoldgicos y celulares con microscopia
confocal y estereologia.

Esta investigacion determind que el efecto de un segundo insulto se supedita a las

condiciones, grado y tiempo de hipoxia al cual se sometan al nacer.



Introduccion

Los insultos metabolicos durante el nacimiento, en especial aquellos que involucran
asfixia perinatal (AP), son la mayor causa de muerte y desordenes neurologicos en recién

nacidos (ver Herrera-Marschitz et al. 2011; Golubnitschaja et al. 2011).

Asfixia se refiere a la interrupcion del intercambio de didéxido de carbono (CO») y oxigeno
(O2) y es el insulto clinico mas comun en el periodo perinatal, lo que puede producir dafio
cerebral (Miller et al. 2002). AP es la consecuencia de un parto prolongado o dificultoso,
con interrupcion parcial o total del intercambio de gases al recién nacido, culminando en
muerte si no se restaura a tiempo (Foley et al. 2005). Durante el preparto y parto el
intercambio de gases lo realiza la madre, entregando O> y extrayendo CO; a través del
cordon umbilical, hasta que esta interaccion se interrumpe y el recién nacido inicia la
ventilacion pulmonar, que debe mantenerse de por vida. Si ocurre un retardo en la
ventilacion pulmonar rapidamente disminuye la pO2 con aumento concomitante de la pCO»,
interrumpiendo el metabolismo oxidativo y las reservas de ATP, la principal fuente
energética para mantener el intercambio i6nico de membrana y el conjunto de cascadas
metabodlicas dependientes de energia, afectando primariamente a los sistemas con mayor
avidez energética, incluyendo la actividad neuronal (ver Van Handel et al. 2007). Se ha
descrito muchos mecanismos por los cuales AP puede conducir a desérdenes neurologicos
(ver Barkovich and Truwit, 1990), tanto en recién nacidos, como en adultos (Gonzalez de
Dios et al. 1996), con selectividad regional (ver Herrera-Marschitz et al. 2011), afectando

en particular a neurocircuitos de los ganglios basales e hipocampo (Pasternak et al. 1991).

Utilizando cultivos organotipicos (Morales et al. 2003; Klawitter et al. 2005, 2007), se
demostr6 que las neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra (SN) son vulnerables a AP,
sugiriendo a estas células como objeto de estudio, ya que constituyen el sistema pivotal de

los ganglios basales, una red neuronal compleja que modula e integra la funcion de la



corteza cerebral (Herrera-Marschitz et al. 1994), interconectando corteza cerebral, tdlamo y

corteza motora y pre motora (Onn et al. 2000; ver Neugebauer et al. 2006).

La sintesis de dopamina (DA) depende de la tirosina hidroxilasa (TH), enzima marcapaso
para todas las catecolaminas biogénicas, requiere de O, Fe?" y tetrahydropteridine como
factor (Dix et al. 1987; Rostrup et al. 2008). La interrupcion del suministro de O> modifica
ademads la expresion y traduccion génica (Chiappe - Gutierrez et al. 1998; Taylor et al.
1999; Ikonomidou et al. 2010), incluyendo mecanismos reguladores complejos, tales como

autofagia (Ginet et al.2009).

La re-oxigenacion es un requisito para re-establecer los parametros homeostaticos de la
célula, tales como activacion de la Na'/K'-ATPasa (aumento del consumo de ATP),
acumulacion de lactato (Fenichel et al. 1983; Leth et al. 2008), liberacion de glutamato
(Chen et al. 1997), aumento de la conductancia de Ca*? (Bickler et al. 2004), y finalmente
estrés oxidativo con todas sus implicancias (Kumar et al. 2007), incluyendo liberacion de
citoquinas y sefales pro-inflamatorias, aumentando la vulnerabilidad metabdlica de las

regiones afectadas (ver McAdams et al. 2012).

La muerte celular apoptética es un importante end-point de la AP, proceso activo que
requiere de ATP (Morales et al. 2005, 2008; Edwards et al. 2008), e involucra un nimero
importante de enzimas citoplasmaticas y mitocondriales, siendo caspasa-3 (CASP-3) un

importante marcador de apoptosis (Karahashi H & Amano F 1999).

Como ya expuesto, las neuronas de los neurocircuitos de los ganglios basales son
susceptibles a insultos metabolicos, por razones aun no elucidadas. Se han propuesto
muchas hipétesis para explicar esta susceptibilidad, incluyendo altos requerimientos
energéticos (Chan et al. 1994; Zeevalk et al. 2002; Liss et al. 2005; Sulzer et al. 2007),
inmadurez selectiva de las defensas antioxidantes (ver Delivoria-Papadopoulos et al. 1998),

y factores de desarrollo en general (ver Herrera-Marschitz et al. 2014).



Una caracteristica de las neuronas dopaminérgicas es que la produccion de DA en las
terminales sindpticas puede contener de 50 a 150 veces méas DA que en el cuerpo celular

(Andén et al. 1966) con una alta tasa de recambio y consumo de energia (Farnebo 1971).

A nivel celular, tanto in vitro como ex Vvivo, se ha demostrado que las neuronas del sistema
nervioso central (SNC) son muy susceptibles a cambios homeostaticos, tales como
variaciones osmoticas, hipoglicemia, y estrés oxidativo (Singh et al. 2004; Auer et al.
2004). En modelos de cultivos de neuronas mesencefalicas de ratas neonatas, se observo
que las células responden a desbalance energético inducido por hipoglicemia, primero con
hiperpolarizaciéon de membrana por apertura de canales K+, que se considera un sensor del
estado metabolico celular, para detectar el rango ATP/ADP (Guatteo et al. 2005; Geracitano
et al. 2005). Si no existe un restablecimiento apropiado de las condiciones homeostaticas, se
mantienen abiertos los canales de K, generando despolarizacion, activando otros canales
cationicos de la membrana plasmatica, agravando la crisis energética, resultando en muerte

celular (ver Shieh et al. 2000).

La alteracion de la homeostasis de glucosa estd asociada a dafio celular y a muchos
desordenes neuroldgicos y sistémicos (Farroqui et al. 2012). Existe una delgada linea entre
el metabolismo de la glucosa y la produccion de radicales libres. Tras episodios de
hipoglicemia, se produce un descenso significativo de catalasa, manganeso
superoxidodismutasa (Mn-SOD) y glutation (GSH) en la mitocondria (Papadopolous et al.
1997; ver Bains et al. 1997; Loose et al. 2008).

La hipoglicemia y el estrés oxidativo estan estrechamente relacionados, resultando en
peroxidacion lipidica, dafio al DNA y muerte celular (Singh et al. 2004). Los insultos
metabolicos que incluyen hipoglicemia y estrés oxidativo actian de manera sinérgica,
regulando negativamente los sistemas de neutralizacion (scavenger) de radicales libres, con

el consecuente dafio asociado a este proceso.

En general los insultos metabolicos producen estrés oxidativo, a través de multiples vias

(Freidovich 1999; Yun-Zhong et al. 2002). In vitro, la exposicion neuronal a altas



concentraciones de peroxido de hidrogeno (H>O») gatilla muerte celular retardada de tipo
apoptodtico (Whittemore et al. 1994). Este efecto de H>O» se produce por stress oxidativo y
disminucién de la biodisponibilidad de ATP, contingente al alto requerimiento energético
inherente a la expresion y activacion enzimadtica, particularmente glutation peroxidasa
(Azbill et al. 1997). Otro mecanismo implica la homeostasis del Ca**, ya que los canales de

Ca*2-voltaje dependientes se activan por la despolarizacion celular (Geracitano et al. 2005).

Se ha demostrado que altas concentraciones citosolicas de Ca** son toxicas, conduciendo a
muerte celular y necrosis (Zipfel et al. 2009). Los mecanismos mediante los cuales el Ca®*
ejecuta este efecto toxico estan relacionados con disfuncion mitocondrial y liberacion de
citocromo C, lo que se conoce como via apoptética inducida por condiciones hipoxicas
(Budd et al. 1998). En conjunto, estos datos demuestran que existe una relacion entre
insultos metabdlicos, estrés oxidativo, especies reactivas del oxigeno (ROS), metabolismo

mitocondrial y muerte celular.

Se ha descrito que AP induce dafio por reactividad celular, neuroinflamaciéon y apoptosis
(Bains J, Shaw C, 1997; Papadopoulos et al. 1997; ver Delivoria-Papadopoulos et al. 1998,
Neira-Pefia et al 2015) en distintas regiones del cerebro (Morales et al. 2005).. A lo largo de
la vida del individuo, otros insultos metabolicos ejercen efectos sinérgicos, alterando

permanentemente el metabolismo neuronal y su funcionalidad.



Figura 1: Asfixia perinatal conduce a vulnerabilidad en sustancia nigra.

AP puede conducir a muerte neuronal y/o neuroinflamacion, con una vulnerabilidad que es
selectiva. Las neuronas del mesencéfalo (sustancia nigra, SN, y area ventral tegmental,
VTA) son vulnerables a insultos metaboélicos, también las neuronas en los blancos de la

proyeccion dopaminérgica (neocorteza, Cx) y neostriado, Str).

La vulnerabilidad regional a AP implica que el SNC responde con especificidad a sucesivos
insultos metabdlicos, afectando diferencialmente a neuronas (monitoreadas con anticuerpo
contra proteina asociada a microtubulo 2, MAP-2, proteina localizada a lo largo del soma,
axon y dendritas). La hipotermia se ha propuesto como alternativa terapéutica por reducir el
metabolismo del SNC y las cascadas concomitantes que resultan en una alteracion de la

funcion cerebral (Engidawork et al. 2001; Compagnoni et al. 2002).

Hipotermia se define como la disminucién de la temperatura corporal conduciendo a
disminucion del metabolismo y, actualmente, es la Unica terapia actual con efectividad
demostrada en humanos tras periodos de AP, reduciendo la encefalopatia asociada al
insulto hipoxico (Azzopardi et al. 2009). La ventana terapéutica para la hipertermia es, sin
embargo, estrecha (Engidawork et al. 2001; ver Wassink et al. 2014), por lo que se
necesitan estrategias con mayor espectro temporal y especificidad celular.

Con el fin de investigar el efecto se un segundo insulto en la vulnerabilidad del SNC, en

esta propuesta utiliza deprivacion de glucosa y elevacion de H>O» en cultivos organotipicos



de ratas con AP. Se ha demostrado que H>O» desregula los patrones de descarga neuronales
(Avshalumov et al.,, 2005), y puede inducir apoptosis en neuronas dopaminérgicas
(Langeweld et al. 1995), regulando la dindmica y metabolismo mitocondrial en astrocitos y
neuronas. Asi, H>O> simula un insulto metabolico a las células en el SNC. Por otra parte, se
ha demostrado que hipoglicemia constituye también un insulto al SNC, asociada a muchos
desdérdenes neuroldgicos (Messier et al. 1996; Gibson, 1999; Zhou et al. 2008), afectando la
dindmica mitocondrial (McBride et al. 2006).
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Hipotesis

Asfixia perinatal aumenta la vulnerabilidad de neuronas dopaminérgicas a insultos
metabolicos post natales, resultando en muerte especifica de neuronas con este fenotipo

neuroquimico.

Objetivo general

Estudiar la vulnerabilidad de neuronas dopaminérgicas a un segundo insulto metabolico
analizando: (i) viabilidad celular (ii) fenotipo celular (neurona); y (iii) fenotipo
neuroquimico (neuronas dopaminérgicas), utilizando cultivos organotipicos de cerebro de

ratas.

4.1 Objetivo especifico
Estudiar el efecto de un segundo insulto (elevacion de H>O> y deprivacion de glucosa)
en cultivos organotipicos (Cx-Str-SN) procedentes de ratas expuestas a AP y controles,

utilizando inmunofluorecencia y microscopia confocal, evaluando:

1 Viabilidad celular mediante la expresion de caspasa 3 (CASP-3) como indicador de

apoptosis.
2 Fenotipo celular con marcadores neuronales y gliales (MAP-2, GFAP).

3 Fenotipo neuroquimico utilizando tirosina hidroxilasa (TH), enzima marcapaso de

la sintesis de dopamina.

Observar el comportamiento de las células y su respuesta a un segundo insulto metabolico,

cuantificacion neuronal estereoldgica en SN, Cx y Str.
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Metodologia

5.1 Protocolo de la asfixia perinatal

Ratas Wistar prefiadas en su ultimo dia de gestacion son eutanizadas por dislocacion
cervical, para realizar una histerectomia con el objeto de extraer los cuerpos uterinos con
sus fetos. Uno o dos fetos se liberan inmediatamente, para ser utilizados como neonatos
control cesarea. Los fetos restantes, en sus cuernos uterinos, se sumergen en un bafo de
agua a 37°C durante 21 minutos. Tras la asfixia, se extraen las crias, se estimula la
respiraciéon pulmonar, y se mantienen en observacion durante un periodo de
aproximadamente una hora, evaluando el estatus fisioldogico con una escala de Apgar.
Posteriormente, se entregan los neonatos a una madre nodriza, hasta el momento en que se
les utilice para efectuar cultivos organotipicos u otro experimento (ver Herrera-Marschitz et

al. 2011) (ver Figura 2).
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Figura 2: Modelo de asfixia perinatal en ratas.

Ratas Wistar prefiadas dentro del ultimo dia de gestacion (G22) son eutanizadas y
sometidas a histerectomia. Dos a tres crias son inmediatamente removidas para ser
utilizadas como controles cesarea (CS). El resto de los fetos, dentro del ttero, se sumergen
en un bafio de agua a 37°C durante 21 minutos (AS). Tras la asfixia se les estimula la
respiracion y las crias se utilizan inmediatamente o se entregan a una madre nodriza en

espera de futuros experimentos.

5.2 Protocolo de cultivos organotipicos

Diferentes series de ratas asficticas y controles de uno a tres dias después del nacimiento
se utilizan para preparar los cultivos organotipicos. Se extraen los cerebros en el ambiente
estéril de una sala de cultivo. Mediante un vibratomo se obtienen los cortes coronales de
mesencéfalo y telencéfalo (300 um) para disecar SN, Str, y Cx. El tejido disectado se

coloca en un cubreobjetos con una capa de plasma de pollo (25 pL, Sigma), que coagula



13

con trombina bovina (20 puL, Sigma). Los cubreobjetos se transfieren a tubos estériles con
fondo plano (Nunc), con 0.75 ml medio estindar (Basal Medio Eagle 50%, solucion
balanceada de sales Hanks 25%, suero de caballo 25% (GIBCO BRL), glucosa 0.5%, L-
glutamina 0.5 mM (Sigma), y penicilina/estreptomicina 1% (GIBCO BRL). Los tubos con
los cultivos se mantienen a 35°C, COz 10% en un incubador celular (Modelo TC2323,
ShelLab, USA), con un dispositivo rotador (Roller), con cribas para los tubos, exponiendo
los cultivos a una fase gaseosa y acuosa cada minuto. Al dia de cultivo 3 in vitro (DIV) 3,
el medio se cambia por uno libre de suero (neurobasal-A, suplementado con glucosa y

B27). El medio se cambia cada 3-4 dias (Klavitter et al. 2007).

5.3 Segundo insulto metabdlico in vitro

Al DIV 21 los cultivos organotipicos (SN/STR/CX), de ratas asficticas y control se
tratan con H202 45mM en medio neurobasal-A libre de glucosa durante 18 horas,
mantenidos en el Roller, dentro de la incubadora, a 35°C. Posteriormente, se retorna al

medio de cultivo estdndar por 48 horas.

5.4 Prueba de viabilidad

La prueba de viabilidad se aplica a los cultivos sin fijar. Primero se realiza un lavado con
PBS 1X frio. Luego se incuban con kit de citotoxicidad LIVE/DEAD que contiene 1 uL de
calceina (2.5 uM) y 4 uL de etidio homodimero (10 uM) diluido en 95 uL de PBS 1X frio.
Se incuban los cultivos durante 45 minutos en oscuridad y a temperatura ambiente. Luego
se lavan durante 3 veces por 2 minutos en PBS 1X frio y se examinan inmediatamente en el

campo de un microscopio de epifluorescencia con luz de excitaciéon UV.

5.5 Fijacion de cultivos

Los cultivos se fijan en formalina (PF, 4% en PBS) a 4°C durante 30 minutos y luego de

3 lavados con tampo6n PBS, se almacenan a 4°C en PBS.
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5.6 Anticuerpos

Anti-MAP-2 (ratéon, Sigma, 1:200); anti TH (oveja, Abcam, 1:1000); anti CASP-3

(conejo, Invitrogen Molecular Probes, 1:500)

Como anticuerpos secundarios se utilizan:

Anti raton (cabra, Alexafluor 594 Abcam, 1:500); anti conejo (cabra, Alexafluor 488
Abcam, 1:400); anti oveja (burro, Alexafluor 647 Abcam, 1:400)

Como contraste nuclear se utiliza:

4"',6-diamino-2-fenilindol (DAPI, 1:10000)

5.7 Deteccion inmunocitoquimica

La deteccion inmunocitoquimica se realiza sobre los cultivos fijados. En la primera
etapa se realiza el proceso de lavado de los cultivos, 3 veces durante 5 minutos cada vez
con PBS, luego se realiza el procedimiento de bloqueo con BSA 2%, NGS 6,5% y Triton-
X100 0.5% en PBS durante 60 minutos a temperatura ambiente en un agitador orbital.
Posteriormente, se aplica el anticuerpo primario oveja anti TH 1:1000 (ABCAM), diluido
en la solucion de bloqueo por 24 horas a 4°C. Posterior a lavados, se aplica el anticuerpo
secundario burro anti oveja-647 (Jackson) a una dilucién 1:400 durante 2 horas a
temperatura ambiente, en agitador. Se lava 5 veces durante 1 minuto con BSA 0,5%, NGS
1,5% y Triton-X100 0,5% en PBS a temperatura ambiente en agitador. Se post fija con PF
(4% en PBS) durante 15 minutos. Se lava 5X durante 1 minuto con PBS para luego
bloquear con BSA 2%, NGS 6,5% y Triton-X100 en PBS durante 60 minutos en agitador.
Se aplica anticuerpo primario conejo oo CASP-3 1:500, en solucion de bloqueo por 24 horas
a 4°C. Luego de lavar 3X durante 5 minutos con BSA 0.5%, NGS 1,5% y Triton-X100

0,5% en PBS a temperatura ambiente, se aplica anticuerpo secundario cabra anti conejo 488
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(Jackson) diluido en BSA 0,5%, NGS 1,5% y Triton-X100 0,5% en PBS durante 2 horas a
temperatura ambiente en agitador. Posterior a lavados de 5X durante 1 minuto con BSA
0,5%, NGS 1,5% y Triton-X100 0,5% en PBS a temperatura ambiente en agitador, se fija
nuevamente con PF (4% en PBS) durante 15 minutos. Se lava 5X durante 1 minuto con
PBS para luego bloquear con BSA 2%, NGS 6,5% y Triton-X100 en PBS durante 60
minutos en agitador. Se aplica anticuerpo primario raton oo MAP-2 1:200, en solucion de
bloqueo por 24 horas a 4°C. Luego de lavar 3X durante 5 minutos con BSA 0.5%, NGS
1,5% y Tritén-X100 0,5% en PBS a temperatura ambiente, se aplica anticuerpo secundario
cabra anti raton 594 (Jackson) diluido en BSA 0,5%, NGS 1,5% y Triton-X100 0,5% en
PBS durante 2 horas a temperatura ambiente en agitador. Luego, se lava 3X durante 5
minutos con PBS. Entonces, los cultivos se montan sobre un portaobjetos agregando 80 puL
de medio de montaje (Fluoromount-G, Electron Microscopy Science), se cubren con un

cubreobjeto y almacenan a 4°C en oscuridad (ver Figura 3)(Morales et al. 2005).
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Figura 3: Disefio experimental

A. Tejido de sustancia nigra (SN), estriado (Str) y corteza (Cx) se selecciona, diseca y
monta sobre un coverslip. B. El coverslip con el tejido se inserta en un tubo Nunc™ con
base plana con 750 ul de medio de cultivo. C. Los tubos con los cultivos se colocan en un
dispositivo rotatorio con cribas denominado Roller. D. El desarrollo in vitro de los cultivos
se evalua con un microscopio invertido equipado con epifluorescencia y optica Hoffmann
(Nikon T100). E. Microfotografia de un triple cultivo organotipico tratado con el kit
(L3224) de LIVE/DEAD Viabilidad/Citotoxicidad, a DIV 18, mostrando células vivas

(verde) y muertas (rojo).

5.8 Microscopia confocal y cuantificacion estereolégica

La visualizacion de las muestras se realiza en un microscopio confocal Olympus (Fv10i;
Tokyo). Las células positivas para MAP-2, TH, CASP-3 y/o DAPI se cuentan utilizando la

técnica optica “disector”, descrita en detalle por Gundersen et al. (1988; Ver Morales et al.
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2005; 2008). Brevemente, Las células positivas para MAP-2, DAPI y CASP3 se observan a
medida que aparecen en foco mientras se escanea a través del campo en el eje Z. La altura
del “disector” (h) se fija a 10 um. Los nucleos ubicados dentro de los 3 primeros um no se
contabilizan. Se programa un area que define al cultivo y se mide a través del software
imageJ 1.32 (Morales et al 2005, 2008). Una vez obtenidas las fotos se contabilizan las
células positivas para el antigeno buscado, colocalizado con DAPI. Se selecciona entre 10-
20 imagenes para crear un stack bidimensional. Luego, cada stack es analizado y editado en
el programa FluoView a fin de facilitar el recuento con ImagelJ.

Primero, se selecciona el tipo de célula que desea contar marcandola con un color
especifico y luego se cuenta haciendo clic en la imagen. Un numero de color
correspondiente al tipo de célula aparece en la imagen cada vez que se hace clic. El nimero

final aparece en una columna a la derecha de la imagen.

Figura 4: Neuronas dopaminérgicas en cultivos organotipicos

La imagen muestra una microfotografia obtenida con microscopio confocal de una seccion

de un cultivo organotipico de un animal control, fijado a DIV 22, y tratado con DAPI
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(celeste) para visualizar nacleos, e inmunocitoquimica, para visualizar proteina asociada a
microtibulos 2 (MAP-2), como marcador de neuronas maduras (rojo); tirosina hydroxylasa
(TH), como marcador de neuronas dopaminérgicas (azul), y caspasa 3 (CASP-3), como
marcador de apoptosis (verde). La microfotografia es de la regiéon mesencefalica del
cultivo. Se observa un gran nimero de nucleos celulares, la mayoria de ellos positivos a
MAP-2, y algunas células iniciando un proceso apoptotico. Se aprecia un conglomerado de

células positivas a TH, posiblemente localizadas en la pars compacta del mesencéfalo.

5.9 Datos estadisticos

Todos los resultados se expresan como promedios de la respectiva observacion en cada
uno de los grupos =+ las respectivas SEM. Las comparaciones se evaluaron con F-ANOVA,
seguidas de un post hoc test (Dunn). Se considera el nivel p<0.05 como critico para aceptar

una diferencia entre grupos como estadisticamente significativa.
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Resultados

Se cuantificé el nimero de neuronas dopaminérgicas apoptoticas, en cultivos que han
sufrido un segundo insulto metabolico (CSI y ASI) y en cultivos organotipicos controles
evaluando separadamente SN, Str y Cx. Como control se utilizé cultivos sin segundo
insulto, de animales asficticos (ASC) y controles nacidos por cesarea (CSC), procesados
mediante los protocolos descritos en la metodologia. Con estos resultados se compar6 los
datos de los cultivos insultados versus no insultados, verificando la significacion de las
diferencias con el test one way F~FANOVA de comparaciones multiples.

Los gréaficos presentados describen la apoptosis en las 3 areas de interés y la comparacion
especifica de neuronas dopaminérgicas en SN. Los resultados obtenidos tras la aplicacion
de un test de viabilidad celular muestran que la SN es el drea mas vulnerable a un segundo
insulto (ver figura 6), aun cuando la diferencia entre la muerte de neuronas dopaminérgicas
no alcanza el nivel de significacion estadistica (ver figura 10). Se cuantifico el efecto del
segundo insulto sobre dichas neuronas, no habiendo diferencias significativas entre las
neuronas dopaminérgicas provenientes de ratas controles o sometidas a asfixia (ver figura
11).

Las imdagenes captadas mediante microscopia confocal revelan que la morfologia y
citoarquitectura tisular disminuye en el grupo asfictico respecto al control no sometido a
AP. De igual manera, el insulto recurrente induce una pérdida notable de la mantencion de
la citoarquitectura tisular, siendo mas dificultosa la observacion de los cambios
morfoldgicos que presenta el cultivo, especialmente en SN y Cx (ver figura 7 y 8); efecto
no observado al analizar el Str (ver figura 9).

Se cuantifico ademas el niimero de células por mm® en base a niicleos DAPI (+),
observando que el insulto recurrente genera pérdida celular en SN y Cx, tanto en cultivos
de animales asficticos y controles. Interesantemente, este efecto no se observo tras el
analisis del STR, en donde el efecto de pérdida celular se remite exclusivamente al grupo
sometido a asfixia (cultivos AS) (ver figura 12). También se evalud presencia de cuerpos

apoptoticos concomitante con la marcacion CASP-3 (+), observandose que el nimero de
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cuerpos apoptoticos es mayor tanto en el grupo control y en el grupo asfictico tras el

tratamiento con el segundo insulto metabolico (ver figura 13).

Figura 5: Un insulto recurrente aumenta la muerte celular en cultivos organotipicos,
de animales sometidos a asfixia perinatal y controles.

Los cultivos fueron tratados con un test de viabilidad celular (DIV 19-22), marcando en
verde celulas vivas y en rojo celulas en proceso de muerte. En A, cultivo de animal control
(CSC), en el que no se aprecian células en proceso de muerte. En C, cultivo de animal
asfictico, en el que se observan algunas células en proceso de muerte. En B, cultivo de
animal control sometidos a un segundo insulto. En D, cultivo de animal asfictico sometido
a un segundo insulto. Se contabiliz6 directamente con un microscopio invertido y

epifluorescencia las células muertas (fluorescencia roja) a 40X (barra de escala: 50 um).
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Figura 6: Asfixia Perinatal induce muerte celular tras un segundo insulto metabodlico
en sustancia nigra.

Analisis densitométrico del porcentaje total de células positivas para EThD-1 (Etidio
homodimero) en cada zona (SN, Str y Cx) por campo. Se observd un incremento de células
muertas en los grupos controles y asfixiados sometidos a un segundo insulto en todas las
regiones analizadas, respecto a los grupos con un solo insulto. Las mayores diferencias se

observaron e la SN del grupo ASIL
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Figura 7: Asfixia perinatal induce cambios en la expresion de proteinas pro-
apoptaticas en SN de cultivos organotipicos expuestos a un segundo insulto
metabolico.

Microfotografias de la regidon mesencefélica, especificamente sustancia nigra (SN),
obtenidas con microscopio confocal de cultivos fijados a DIV 22, y tratado con DAPI
(celeste) para visualizar nucleos, e inmunocitoquimica, para visualizar proteina asociada a
microtibulos 2 (MAP-2), como marcador de neuronas maduras (r0jo); tirosina hidroxilasa
(TH), como marcador de neuronas dopaminérgicas (azul), y caspasa 3 (CASP-3), como

marcador de apoptosis (verde). . En A, imagen representativa de cultivo de animal control
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(CSC) que muestra la presencia de neuronas positivas para DAPI, MAP-2, TH y CASP-3.
La flecha blanca indica la presencia de una neurona dopaminérgica normal. En B, grupo
control insultado (CSI). La imagen muestra neuronas positivas para DAPI, MAP-2, CASP-
3 y TH indicando que el segundo insulto provoca muerte en neuronas de este grupo,
afectando la morfologia e inmunomarcaje. En C, grupo asfictico no insultado (ASC). Se
observa positividad para DAPI, MAP-2, TH y CASP-3 en una proporcion cualitativamente
mayor respecto a A. En D, grupo asfictico insultado, que muestra marcaje positivo para
DAPI, MAP-2, CASP-3 y TH, que es proporcionalmente mayor respecto a A, B 'y C,
indicando que el segundo insulto genera mayor muerte celular en cultivos de animal
asfictico. Ademas, se observa la pérdida de citoarquitectura y destruccion tisular, reflejado
en una mayor cantidad de background respecto a CSC y ASC. Se observa diferencias en el
tamafio nuclear entre CSI, ASC, ASI y CSC. Microscopia confocal, aumento 60X. Barra de

escala 20 um.
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Figura 8: Asfixia perinatal induce cambios en la expresion de proteinas pro-
apoptoticas en Cx de cultivos organotipicos expuestos a un segundo insulto
metabdlico.

Microfotografias de neocorteza (Cx), obtenidas con microscopio confocal de cultivos
fijados a DIV 22, y tratado con DAPI (celeste) para visualizar nucleos, e
inmunocitoquimica, para visualizar proteina asociada a microtibulos 2 (MAP-2), como
marcador de neuronas maduras (rojo); tirosina hidroxilasa (TH), como marcador de
neuronas dopaminérgicas (azul), y caspasa 3 (CASP-3), como marcador de apoptosis
(verde). En. A, imagen representativa de cultivo de animal control (CSC), marcando
neuronas positivas para DAPI, MAP-2 y CASP-3. El cultivo se ve homogéneo con células

con clara morfologia neuronal. En B, grupo control insultado (CSI). La imagen muestra
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colocalizacion de DAPI, MAP-2 y CASP-3, indicando que el segundo insulto provoca
muerte neuronal. En C, grupo asfictico no insultado (ASC). Se observa colocalizacion de
DAPIL, MAP-2 y CASP-3. En D, grupo asfictico insultado (ASI), colocalizacion de DAPI,
MAP-2 y CASP-3, que no es, sin embargo, cualitativamente mayor respecto a su control

(C). Microscopia confocal, aumento 60X. Barra de escala 20 um.
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Figura 9: Asfixia perinatal induce cambios en la expresion de proteinas pro-
apoptaticas en Str de cultivos organotipicos expuestos a un segundo insulto
metabolico.

Microfotografias de neoestriado (Str) obtenidas con microscopio confocal de cultivos
fijados a DIV 22, y tratado con DAPI (celeste) para visualizar nucleos, e
inmunocitoquimica, para visualizar proteina asociada a microtibulos 2 (MAP-2), como
marcador de neuronas maduras (rojo); tirosina hidroxilasa (TH), como marcador de
neuronas dopaminérgicas (azul), y caspasa 3 (CASP-3), como marcador de apoptosis
(verde). En A, imagen representativa de cultivo de animal control (CSC) que muestra
colocalizacion de DAPI, MAP-2 y CASP-3. Se observan algunas células en proceso de
muerte. En B, grupo control insultado (CSI). La imagen muestra colocalizacion de DAPI,

MAP-2 y CASP-3, mostrando prolongaciones neuronales y una elevada presencia de
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células en apoptosis, indicando que el segundo insulto provoca muerte en neuronas de Str.
En C, grupo asfictico no insultado (ASC). Se observa colocalizacion de DAPI, MAP-2 y
CASP-3, algunas prolongaciones neuronales y muchas células que se encuentran en algin
estadio apoptotico. En D, grupo asfictico insultado (ASI), colocalizacion de DAPI, MAP-2
y CASP-3, mostrando prolongaciones neuronales y gran proporcion de células muertas.

Microscopia confocal, aumento 60X. Barra de escala 20 um.
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Figura 10: Comparacion porcentual de células caspasa 3 positivas en SN, Stry Cx.

Cuantificacion de células positivas a CASP-3 en cultivos organotipicos triples a DIV 22 de
animales control (CSC), control insultado (CSI), asficticos (ASC) y asficticos insultados
(ASI). En A, sustancia nigra, el grupo ASI presenta una mayor tasa apoptotica, comparado
con el grupo CSI, de acuerdo a la comparacion entre los grupos control, CSC y ASC. El
efecto del segundo insulto incrementa la actividad apoptdtica en SN. En B, estriado, los
grupos ASC y ASI presentan una tasa apoptotica mayor que CSC y CSI. En C, neocortex,
se observa una diferencia estadisticamente significativa entre ASI y CSI versus CSC (n=5
en los cuatro grupos estudiados). *p<0.05; comparado con el control correspondiente (F-

ANOVA, seguido de test de Dunn).
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Figura 11: Comparacion porcentual de neuronas dopaminérgicas positivas a caspasa
3.

Cuantificacion de neuronas dopaminérgicas positivas a CASP-3 en cultivos organotipicos
triples, DIV 22, de animales control (CSC), control insultado (CSI), asficticos (ASC) y
asficticos insultados (ASI). En A, existe una diferencia significativa en CSI, ASC y ASI
versus CSC. En, B, existe una diferencia significativa en CSI, ASC y ASI versus CSC.
(n=5 en los cuatro grupos estudiados). *p<0.05; comparado con el control correspondiente

(F-ANOVA, seguido de test de Dunn).
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Figura 12: Namero de células por mm3 en SN, Stry Cx.

Cuantificacion de células DAPI positivas en cultivos organotipicos triples, DIV 22, de
animales control (CSC), control insultado (CSI), asficticos (ASC) y asficticos insultados

(ASI). (n=5 en los cuatro grupos estudiados).
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Figura 13: Comparacion porcentual de cuerpos apoptéticos en SN.

Cuantificacion de cuerpos apoptoticos CASP-3 positivos en cultivos organotipicos triples a
DIV 22 de animales control (CSC) , control insultado (CSI), asficticos (ASC) y asficticos
insultados (ASI). Datos obtenidos en base a la observacion morfoldgica para las células
CASP-3 (+). Existe una diferencia significativa entre los grupos control y grupos insultados
respecto a la presencia de cuerpos apoptoticos. (n=5 en los cuatro grupos estudiados).

*p<0.05; comparado con el control correspondiente (F-ANOVA, seguido de test de Dunn).
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Discusion

Los resultados obtenidos del analisis de cultivos organotipicos indican que existe
vulnerabilidad selectiva en SN, demostrando que un insulto recurrente dana a los cultivos
diferencialmente (ver figura 5 y 6). Los datos concuerdan con la susceptibilidad descrita de
las neuronas a cambios homeostaticos, como variaciones osmoticas, hipoglicemia, y estrés
oxidativo (Singh et al. 2004; Auer et al. 2004). En ese contexto, el analisis permite
establecer que las células del sistema nervioso poseen mecanismos diferenciales para

enfrentar injurias postnatales.

En SN, se cuantifico las células positivas para DAPI, encontrando que el efecto de un
segundo insulto provoca disminucion significativa en el nimero de células de los grupos
expuestos (ver figura 12 A), que estd de acuerdo con lo expuesto en las figura 6. En CSC,
se observo presencia de neuronas positivas para DAPI, MAP-2, TH y CASP-3, con escasa
colocalizacion MAP-2, TH y CASP-3, lo que se correlaciona con el comportamiento
esperado (figura 7 A; 10 A). En CSI, se observé aumento de colocalizacion, indicando que
el insulto provocod aumento en la muerte celular, afectando la morfologia e inmunomarcaje,
ya que existe diferencia significante entre CSC y CSI (figura 7 B; 10 A), especificamente
en neuronas dopaminérgicas (figura 11 A), confirmando que el efecto provocado al grupo
CSI es homologable a un insulto recurrente. En ASC, se observo colocalizacion para DAPI,
MAP-2, TH y CASP-3 en una proporcion cualitativa y cuantitativamente mayor respecto a
CSC, confirmando el efecto de AP y se observo diferencias significantes entre CSC y ASC
((figura 7 C; 10 A), especificamente en el nimero de neuronas dopaminérgicas (figura 11
A). En ASI, se observd colocalizacion para DAPI, MAP-2, TH y CASP-3 en una
proporcidon cualitativa y cuantitativamente mayor respecto a ASC, ademas se observo
deterioro tisular, evidente por el background observado, confirmando la idea de que el

efecto del insulto recurrente se suma al provocado inicialmente por la AP, generando una
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pérdida de la citoarquitectura y mayor muerte celular (figura 7 D; 10 A), especificamente
en perdida de neuronas dopaminérgicas (figura 11 A).

En SN, se cuantificé ademés los cuerpos apoptoticos, concomitante con la expresion de
CASP-3 (figura 13), observando diferencias significativas entre los grupos insultados

versus sus controles.

En Str, se contabilizé células positivas para DAPI, encontrando que el efecto de un
segundo insulto en CSI provocod aumento significativo en el nimero de células respecto a
CSC, lo que se explicaria por proliferacion astrocitaria. Sin embargo, el efecto de un
segundo insulto en ASI provocd una disminucion significativa en el nimero de células
respecto a ASC y CSC (figura 12 B), demostrando que el efecto de un insulto recurrente
causa pérdida celular en Str, comportamiento que estd de acuerdo con lo expuesto en las
figura 6. En CSC, se observo presencia de neuronas positivas para DAPI, MAP-2 y CASP-
3, con escasa colocalizacion, lo que se correlaciona con el comportamiento esperado.
(figura 8 A; 10 B). En CSI se observo escasa colocalizacion, indicando que el insulto no
provoco aumento en la muerte celular, indicando que Str cumplié6 con un tiempo de
maduracion que le permite sopesar los efectos de un insulto metabdlico (figura 8 B; 10 A).

En ASC se observo colocalizacion en una proporcion cualitativa y cuantitativamente mayor
respecto a ASC, indicando que Str es vulnerable a los efectos de AP, ya que existe
diferencia significante entre CSC y ASI (figura 8 C; 10 A). En ASI, se observo
colocalizacion para DAPI, MAP-2 y CASP-3 en wuna proporcion cualitativa y

cuantitativamente mayor respecto a ASC (figura 8 D; 10 A).

En Cx, se cuantificd células DAPI positivas, observando que no existe diferencias
significativas en términos de nimero total de cé€lulas entre los grupos. En CSC, se observo
colocalizacion de DAPI y MAP-2 en todos los casos de acuerdo con clara morfologia
neuronal, y en ocasiones con CASP-3 (figura 9 A; 10 C). En CSI, se observo aumento de
muerte neuronal, comparado con CSC (figura 9). En ASC, se observéd colocalizacion en
una proporcion cualitativa y cuantitativamente mayor respecto a CSC (figura 9; 10 C),

confirmando que Cx es vulnerable al efecto provocado por AP. En ASI, se observo
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colocalizacion para DAPI, MAP-2 y CASP-3 en una proporcién cualitativa y
cuantitativamente mayor respecto a ASC, sin embargo, a pesar de que existe una diferencia
morfologica respecto a ASC (Figura 9), la diferencia en muerte celular entre ambos grupos

no alcanz6 el nivel de significacion (figura 10 C).

Se ha demostrado que H>O» desregula los patrones de descarga neuronales (Avshalumov et
al., 2005), induciendo apoptosis (Langeweld et al. 1995). Asi, en este estudio se utilizé una
alta concentracion de H>Oz y deprivacion de glucosa para simular un insulto metabdlico. La
combinacion de H>O> e hipoglicemia produce stress oxidativo, y disminuciéon de la
biodisponibilidad de ATP, contingente con el alto requerimiento energético inherente a la
expresion y activacion enzimatica durante la apoptosis (Azbill et al. 1997), retardando el
restablecimiento apropiado de las condiciones homeostaticas en neuronas, generando una
condicion en la que se mantienen abiertos los canales de K*, generando despolarizacion, y
activacion de otros canales cationicos de la membrana plasmatica, agravando la crisis
energética, resultando en muerte celular (ver Shieh et al. 2000). Debido a que esta
condicion es de alta agresividad para la célula, genera una muerte tipo necrotica, sin tiempo

para generar una muerte programada de tipo apoptdtico.

Los resultados de este estudio estan de acuerdo con la idea de que las neuronas
dopaminérgicas son susceptibles a cambios homeostaticos, por que se caracterizan por un
alto turn-over y consumo de energia (Farnebo 1971), y requerimientos energéticos (Chan et
al. 1994; Zeevalk et al. 2002; Liss et al. 2005; Sulzer et al. 2007), y durante la etapa
neonatal inmadurez en las defensas antioxidantes (ver Delivoria-Papadopoulos et al. 1998;

Herrera-Marschitz et al. 2014). De esta forma, la SN constituye un blanco terapéutico para
subsanar los efectos deletéreos provocados por la asfixia. La vulnerabilidad de las neuronas
dopaminérgicas a fallas metabdlicas y estrés oxidativo es caracteristica de numerosas
enfermedades neuropsiquidtricas. Por otra parte, las neuronas dopaminérgicas son
necesarias para el desarrollo de otras areas del cerebro y la pérdida de su proyeccion
generaria una reaccion en cadena, culminando en alteraciones de desarrollo neurogénico e

incluso trastornos psiquiatricos. Por lo tanto, el efecto de un segundo insulto podria
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promover mayores cambios morfologicos o alteraciones funcionales en individuos

afectados por AP.

Los resultados obtenidos con la expresion de CASP-3 no estan de acuerdo con perdida de
viabilidad celular observada en el grupo ASI. Sin embargo, la proteina CASP-3 se cliva al
ser activada directamente por caspasa 8, que a su vez se activa FasL, Apo2L/Apo3L y
TNFa. Por lo tanto se sugiere estudiar otras vias de apoptosis independientes de CASP-3,
como caspasa 7, NF-KB, MMP, EndoG y/o AIF. En efecto, todos los insultos metabolicos
producen estrés oxidativo (Freidovich 1999; Yun-Zhong et al. 2002), que se manifiesta a
través de multiples vias apoptoticas. La presencia diferencial de cuerpos apoptoticos entre
los grupos insultados respecto a los controles avala la teoria de que se debe evaluar en
mayor detalle otras vias apoptdticas, que culminan en muerte celular. Sin embargo, el
tiempo de respuesta ante la injuria es un gatillante importante de la presencia de cuerpos
apoptdticos en los distintos cultivos analizados. Por ejemplo, la via intrinseca mitocondrial
estd relacionada a la disfunciébn mitocondrial, activaciéon de citocromo C y elevadas
concentraciones de Ca®" (Budd et al. 1998). De acuerdo a lo anterior, se ha demostrado que
altas concentraciones citosolicas de Ca?* son toxicas, conduciendo a muerte celular y
necrosis (Zipfel et al. 2009). Todo esto avala el andlisis profundo de la(s) via(s) de
sefializacion de apoptosis que conducen a una muerte celular especifica de las neuronas
dopaminérgicas, el cual podria abrir nuevas alternativas de proteccion para estas neuronas,
que cumplen un rol fundamental en el desarrollo del sistema nervioso. Hasta ahora, la iinica
terapia clinicamente probada contra AP, es la induccion de hipotermia en los recién
nacidos, sin embargo se sabe que la ventana terapéutica para la hipotermia es estrecha
(Engidawork et al. 2001; ver Wassink et al. 2014), por lo que se necesitan estrategias con

mayor espectro temporal y especificidad celular.
Limitantes
Es destacable que la observacion de los cultivos fue mas dificultosa en los grupos

sometidos a estrés oxidativo e hipoglicemia, ya que hipoglicemia y estrés oxidativo estan

estrechamente relacionados, lo que resulta en peroxidacion lipidica, dafio al ADN y muerte
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celular (Singh et al. 2004), afectando con ello la inmunorreactividad y expresion de
proteinas, afectando el analisis estereologico de los cultivos. Otra limitante es el tiempo que
transcurre desde la fijacion de los cultivos, hasta la realizacion de los inmunomarcajes. Su
almacenaje va produciendo un efecto deletéreo en los cultivos, afectando la interpretacion
correcta en cuanto a nimero y proporcion de células, sugiriendo que el estudio de neuronas
dopaminérgicas debe ser abordado desde un punto de vista mas especifico, como con

cultivos primarios.

El cultivo organotipico tiene un tiempo limitado de vida y los tiempos de desarrollo celular
son distintos debido a que los reactivos utilizados aceleran el desarrollo con el objetivo de
mantener las células vivas en un ambiente ex vivo, ademas, el cultivo celular no representa
la tridimensionalidad ni la totalidad de las interconexiones neuronales, una limitante para

lograr analizar el comportamiento real de los tejidos.

Proyecciones de estudio

Como ya fue comentado, las neuronas dopaminérgicas son un objetivo de estudio debido a
que presentan alto grado de diferenciacion y especificidad, ademas de un alto estrés
oxidativo y variaciones de los niveles normales de glucosa y cumplen un rol pivotal en
varios trastornos neurodegenerativos y sistémicos, por lo tanto se sugiere un abordaje mas
especifico, evaluando en detalle lo que ocurre con ellas, por ejemplo, un cultivo primario
de neuronas dopaminérgicas, midiendo con exactitud los niveles totales de la proteina
CASP-3 con un ensayo Western blot y q-PCR, permitiendo correlacionar el aumento de

esta enzima con la expresion génica de otros marcadores de muerte celular.
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Conclusiones

AP y un segundo insulto metabolico no aumentan la activacion de la apoptosis mediada
por CASP-3 en neuronas dopaminérgicas respecto a otras células de SN, por lo que es
necesario abordar el estudio a través de las distintas etapas del desarrollo.

Por lo tanto, la conclusion final es que el efecto de un segundo insulto se supedita a las

condiciones, grado y tiempo de hipoxia al cual se sometan al nacer.
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Vulnerability of dopaminergic neurons following recurrent metabolic insults: effects

of perinatal asphyxia in organotypic cultures.

Sehrt-Uribe, M., Pérez-Lobos R., Palacios, E., Bustamante, D., Morales, P., Herrera-
Marschitz, M.

Millenium Institute BNI-Chile; Programme of Molecular & Molecular Pharmacology,
ICBM, Medical Faculty, University of Chile, Santiago, Chile.

Perinatal asphyxia (PA) features apoptotic and neuroinflamation mechanisms, leading to
short- and long-term neuronal death. PA affects neuronal networks dependending on the
insult timing and metabolic requirements, being basal ganglia neurocircuitry particularly

prone to vulnerability, inducing functional impairments of dopaminergic systems.

We investigated whether PA primes the vulnerability of dopaminergic neurons to recurrent
metabolic insults, using basal ganglia organotypic cultures from asphyxia-exposed neonate

rats.

Cultures from asphyxia-exposed and control animals were subjected to H>O> (45 mM) and
glucose deprivation for 18h at day in vitro 18 (DIV18). Two days after the insult, cultures
were treated for cell viability in vitro, or formalin fixed to analyse neuronal (MAP-2),
neurochemical (tyrosine hydroxylase, TH) phenotype, caspase-3 (CASP-3) as apoptotic

marker, and DAPI to analyse cell number and morphological nuclear changes.

After a second metabolic insult, there was: (1) a decreased cell viability in organotypic
cultures, (ii) Sn recurrent insult cause a decrease in cell number and asphyxia exposed
control decreases significantly about its non-exposed control. Str recurrent insult cause a
decrease in cell number only for its asphyxia exposed group. Cx decrease in cell number
only for its control group treated for a recurrent insult. Further, asphyxia exposed group
cell number decreased about its control, (iii) increase in apoptotic cell death; (iv) increase

in activation of CASP-3-dependent apoptotic pathways in neurons, and (v) increased
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number of TH'/CASP-3" neurons of organotypic cultures from asphyxia-exposed,
compared to non-asphyctic tissue. Furthermore, morphological analysis revealed a (vi)
decreased number of apoptotic bodies in tissue submitted to a recurrent metabolic insult,
suggesting the activation of different death pathways in dopaminergic neurons, depending

on the priming mechanisms induced by PA.

The present work describes differential vulnerability affecting neurons from basal ganglia,
confirming dopaminergic neurons as a main target for the impairing effects of recurrent

metabolic insults following PA in CNS.

Sponsor: Programme of Molecular & Clinical Pharmacology, ICBM, Medical Faculty,
University of Chile; Escuela de Tecnologia Médica, Facultad de Medicina, Universidad

Andrés Bello, Santiago, Chile; Millenium Institute BNI-Chile.



