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RESUMEN

El trauma craneoencefalico (TCE) es un problema de salud publica que aqueja a la poblacion
mundial afectando la calidad de vida tanto de quienes lo padecen como de su familiares
debido a las secuelas fisicas, cognitivas y emocionales, sin mencionar los altos costos
socioecondmicos implicados. Un componente muy importante del TCE es la lesion axonal
difusa (DAI, por sus siglas en inglés), considerada clinicamente mas devastadora que el
componente de lesion focal ya que frecuentemente conduce a desérdenes neurolégicos que
pueden perdurar a lo largo de la vida del paciente. En un esfuerzo por comprender mejor la
fisiopatologia de la lesion axonal difusa, y con el animo de identificar posibles terapias
farmacoldgicas en periodos tempranos post-lesion, el Centro de Estudios Cerebrales se ha
dado a la tarea de disefiar un modelo de cultivo organotipico agudo de cerebros de rata en
las que se ha inducido la DAI empleando una version modificada del modelo de impacto-
aceleracion por caida libre de Marmarou.

Como parte de las evaluaciones preliminares del modelo, en este proyecto se valoraron
cuantitativamente los niveles de caspasa 3 clivada (Casp3) en los tejidos lesionados, para
periodos de cultivo de 2, 4 y 6 horas. Empleando como herramienta principal la
inmunofluorescencia se detectaron dos tipos de marcacibn para Casp3 a las que
denominamos IR tipo neurona, por co-localizar con NeuN, e IR tipo puntos, que no co-localizé
con NeuN. Ambas marcaciones fueron principalmente nucleares, estando la IR tipo puntos
asociada a nucleos circulares y de menor tamafio que los de la IR tipo Neurona. También se
hicieron medidas de areas nucleares sobre tincion de Hoechst como apoyo en la
interpretacion de los resultados.

La IR tipo neurona permiti6 identificar al Hipocampo como la regiébn con alteraciones
determinadas por la marcacion con Casp3. Los sectores mas vulnerables a la DAI fueron CA1
y el giro dentado. Por su parte CA2 mostré ser el sector mas resistente a la DAI y al cultivo,
sin incrementos significativos en los niveles de Casp3 como respuesta a estos dos tipos de
injuria. No obstante, CA2 junto con el giro dentado, mostraron niveles altos de Casp3 en los
controles de los tejidos no cultivados, lo que estaria indicando que algun factor ajeno a la DAI
y al cultivo estd actuando también sobre estas dos regiones.

La IR tipo puntos se identifico tanto en los tejidos traumatizados como en los controles con
una amplia distribucion espacial. Su pérdida paulatina conforme aumenté el tiempo de cultivo
permitié establecer que la deficiencia en el transporte de gases y liquido cefalorraquideo
artificial es la principal limitante de la longevidad de los tejidos en cultivo.



De los andlisis conjuntos para las marcaciones de Casp3 y NeuN se pudo establecer que el
periodo de viabilidad de las tajadas en cultivo es de 2 horas. Adicionalmente este es el tiempo
en el que se puede seguir la evolucion del trauma de forma diferencial respecto a los
controles, al menos en lo que respecta a la expresion de Casp3 en el hipocampo.

Palabras clave: Caspasa 3, Cultivo Organotipico Agudo, Lesién Axonal Difusa, Cerebro de
Rata



ABSTRACT

Traumatic brain injury (TBI) is a significant public healthcare burden in worldwide impacting
the patient’s quality of life and their family members because of physical, cognitive and
emotional sequelae, not to mention the socioeconomic implications. Diffuse axonal injury
(DAI) is an important component of TBI and it is considered clinically more devastating than
focal injury, tending to result in long-term neurological impairments. In an effort to get a better
understanding of the pathophysiology of diffuse axonal injury, and with the aim of identifying
potential drug therapies in early periods post-injury, the Centro de Estudios Cerebrales is
designing a model of acute organotypic rat brain culture with rats subject to a modified version
of the Marmarou impact-acceleration weight-drop injury model for DAI induction.

As part of the preliminary assessment of the model, in this project the levels of cleaved
caspase 3 (Casp3) were quantitatively assessed the response to injury, for culture periods of
2, 4 and 6 hours. Using immunofluorescence as a principal tool two types of Casp3 labeling
were detected, which we called IR like-neuron, which co-localized with NeuN, and IR like-
points, which did not co-localize with NeuN. Both labeling patterns were primarily nuclear,
being IR like-points associated with rounded and smaller nuclei than IR like-neuron. In
addition, nuclear area was measured on Hoechst staining as a support in the interpretation of
the results.

IR like-neuron allowed us to identify the hippocampus as the region most likely to be assessed
guantitatively to changes in Casp3 in response to injury and culture. The most vulnerable
areas to DAI were CAl and dentate gyrus. On the other hand, CA2 was the most resistant
region against DAI and culture, without significant increases in the levels of Casp3 in response
to these types of insults. However, CA2 and dentate gyrus showed high levels of Casp3 in
non-cultivated controls, suggesting that some factor beyond the DAI and culture is acting on
these two regions.

IR like-points was identified on trauma as well as on controls with a broad spatial distribution.
Its gradual lost during culture allows establishing the impairment of gases and artificial
cerebrospinal fluid transport as the main limiting factor in the longevity of the tissue cultures.

Taking into consideration the labeling for Casp3 and NeuN it was possible to determine 2
hours of culturing as the viability time of slices. Moreover, within this time the evolution of
trauma can be distinguished from control, at least regarding Casp3 expression in
hippocampus.

Palabras clave: Caspase 3, Acute Organotypic Culture, Diffuse Axonal Injury, Rat Brain



1. INTRODUCCION

1.1 LESION AXONAL DIFUSA

El trauma craneoencefalico (TCE) se origina a partir de esfuerzos mecénicos excesivos con la
capacidad de generar deformaciones que sobrepasan los umbrales estructurales y
funcionales del tejido nervioso, conduciendo a fallas mecénicas tanto macroscépicas como
microscopicas acompafiadas de diversas respuestas celulares y de una alteracion funcional.
El umbral de lesion depende tanto de los valores de aceleracion de la cabeza como de la
duracion de esta aceleracion. Sin embargo, el tipo de aceleracion, lineal o angular, y el plano
donde la aceleracion es inducida, probablemente juegan un papel importante en el dafio del
tejido. Se ha demostrado que las aceleraciones angulares son particularmente nocivas en el
tejido nervioso (Ommaya & Gennareli, 1974); estas aceleraciones producen deformaciones
por cortante, las mas preponderantes en el TCE (Holbourn, 1943), que correlacionan con una
alta probabilidad de inicio de conmocion cerebral y de dafio tisular como la lesién axonal
difusa (DAI) (Gennareli et al.,, 1972; King et al., 2003; Zhang et al., 2006). Aunque
denominada “difusa”, el patrén de dafo axonal en la sustancia blanca es mas exactamente
descrito como multi-focal, apareciendo a través de la sustancia blanca subcortical y profunda,
y siendo particularmente comun en estructuras de la linea media, incluyendo el esplenio del
cuerpo calloso. Se considera que la DAI contribuye significativamente a la disfuncion
neurocognitiva post-trauma, con secuelas a largo plazo (Lipton et al., 2008; Niogi et al., 2008;
Browne et al., 2011; Xiong et al., 2013; Kou & VandeVord, 2014).

En la DAl leve a moderada, frecuentemente hay una notable ausencia de patologia
macroscopica y los cerebros pueden parecer normales ante los examenes radioldgicos (Jane
et al., 1985; Mittl et al., 1994). No obstante, la examinaciéon microscopica del tejido cerebral
revela la distincion patolégica de la DAI, axones hinchados y desconectados. En la DAl
severa, la patologia axonal esta acompafiada por rasgaduras del tejido en la sustancia blanca
con hemorragia intraparenquimal usualmente localizada centralmente en el cuerpo del cuerpo
calloso, los ganglios de la base, y la regién dorsolateral del tallo cerebral rostral. Este nivel de
DAl se asocia con inconsciencia prolongada, alta mortalidad, y una pobre recuperacion en los
sobrevivientes (Ommaya & Gennarelli, 1974; Gennarelli, 1992).

Se ha sugerido que en la DAI existen dos procesos diferentes de dafio axonal (Farkas &
Povlishock, 2007). El primero se caracteriza por una alteracion focal de la permeabilidad del
axolema que conlleva a un incremento local de calcio y a edema mitocondrial. Tanto la
desregulacion local de calcio como la liberacion de citocromo ¢ de la mitocondria dafiada
ocasionan la activacion de cisteinil-proteasas y la subsiguiente alteracion de elementos
esenciales del citoesqueleto axonal incluyendo la pérdida de microtubulos y la compactacion
de neurofilamentos como consecuencia del clivaje de sus brazos laterales. Lo anterior impide
el transporte axonal normal, sin embargo, no hay cese de este transporte ni tampoco edema
axonal. Se ha sugerido que se presenta una conversion del transporte anterégrado en



retrogrado previniéndose asi el edema axonal. El segundo tipo de lesion axonal se
caracteriza por una combinacion de edema axonal local y alteracion del transporte axonal
pero no por una alteracion pronunciada de la permeabilidad del axolema. Se ha sugerido que
con este tipo de lesidn puede haber alteraciones sutiles en la permeabilidad de la membrana
gue desencadenan la activacién de la calcineurina. La calcineurina a su vez altera la red de
microtubulos, perturbando el transporte axonal, lo que ocasiona la acumulacion de organelas
y el edema. Posterior a la desconexion, que puede ocurrir después de ambos tipos de lesién,
el axén experimenta un proceso de degeneracion Walleriana consistente en la ruptura de la
cubierta de mielina y del cilindro axénico. El sitio diana que ha perdido su entrada desde el
axon desconectado puede experimentar reorganizacion sinaptica, por ejemplo a través del
brote axdnico de fibras intactas vecinas. Este proceso de reorganizacion sinaptica puede ser
adaptativo o mal-adaptativo.

1.2 CULTIVOS ORGANOTIPICOS AGUDOS

Las preparaciones in vitro de tajadas cerebrales se han convertido en una aproximacion
experimental muy util y aceptada en el campo de las neurociencias. De hecho mucho de
nuestro entendimiento de la funcién neuronal a nivel sindptico y celular se deriva de esta
aproximacion. Sus usos abarcan un amplio espectro dentro de las neurociencias, incluyendo
la inmunohistoquimica, la neuroanatomia, estudios farmacol6gicos y biomoleculares para la
investigacion de canalopatias, y estudios electrofisiolégicos para caracterizar las propiedades
de las sinapsis y neuronas individuales, junto con la glia y las redes neuronales (Colbert,
2006; Buskila et al., 2007; Buskila & Amitai, 2010; Khurana & Li, 2013). Las preparaciones in
vitro de tajadas cerebrales proveen una manera de examinar parametros metabdlicos vy
propiedades electrofisiolégicas sin contaminacién de anestésicos, relajantes musculares o
sustancias regulatorias intrinsecas. Los rapidos tiempos de preparacion adicionalmente evitan
el uso prolongado de anestésicos. El hecho de que las tajadas mantienen su integridad
estructural, a diferencia de los cultivos celulares, permite el estudio de circuitos especificos y
de redes cerebrales de manera aisDAla (Colbert, 2006; Luhmann & Kilb, 2012). La estabilidad
de los registros electrofisiolégicos en las tajadas agudas es superior a los registros in vivo
puesto que los latidos del corazén y la respiracion de los biomodelos son eliminados, lo que
también permite periodos mas largos de registros celulares. Adicionalmente, la visualizacion
directa de las tajadas permite a los investigadores localizar, identificar y acceder facilmente a
las células bajo estudio (Gibb & Edwards, 1994) y también permite la aplicacion local de
farmacos, que de otra manera serian bloqueados por la barrera hematoencefalica.

A pesar de las ventajas citadas, los cultivos organotipicos agudos tienen una serie de
limitaciones que restringen su uso. Una de las mayores limitaciones es el tiempo de vida de
las tajadas cerebrales, pues esto restringe el tiempo disponible para estudiar las propiedades
neuronales de las tajadas. Normalmente, el tiempo de vida de una tajada cerebral, bien sea
de rata o raton, es de 6-12 horas. Ademas, se ha reportado que la gran mayoria de células en



tajadas delgadas neocorticales e hipocampales solo pueden mantenerse en estado saludable
por alrededor de 4 horas (Fukuda et al., 1995). Para el caso de tejido traumatizado el Centro
de Estudios Cerebrales ha reportado previamente el mantenimiento en buenas condiciones
de tejido contuso humano hasta por 2 horas, constituyéndose esto en una de las primeras
evidencias de que este tipo de tejido es sostenible in vitro (Riascos, 2007).

Las principales razones para el lapso de vida tan corto de las tajadas en cultivo agudo
pueden ser divididas en dos categorias principales: propiedades externas y propiedades
internas. Las propiedades externas que pueden disminuir la viabilidad celular en las tajadas
incluyen cambios en el pH, la temperatura, el oxigeno y los niveles de glucosa (Dingledine et
al., 1988; Reid et al., 1988; Schurr et al., 1995). Adicionalmente, como las tajadas tipicamente
se mantienen en un ambiente no esteril, estas son vulnerables al crecimiento de bacterias
gue liberan endotoxinas como lipopolisacaridos, que conducen a la neurodegeneracion
impactando la supervivencia celular (Ahmed et al.,, 2000; Qin et al., 2007). El uso de
antibidticos se puede emplear para reducir los niveles de bacterias, sin embargo la adicion de
antibiéticos representa un problema pues se ha demostrado que muchos de ellos activan
neuronas (Grgndahl & Langmoen, 1993), produciendo un impacto sobre la fisiologia celular
gue potencialmente puede sesgar los resultados experimentales. Las propiedades internas
incluyen el deterioro del tejido debido a procesos de lesidon secundaria que siguen al dafio
causado por el procedimiento de corte de las tajadas. Sustancias toxicas como los
aminoacidos excitatorios liberados desde las células lesionadas durante el procedimiento de
corte conducen a la excitotoxicidad y a la vulnerabilidad neuronal (Schurr et al., 1995). Otra
propiedad que podria considerarse interna se refiere al grosor de las tajadas. En tajadas
gruesas se produce un decaimiento metabdlico como consecuencia del suministro limitado
por difusion de oxigeno y glucosa, lo que lleva al rapido deterioro del tejido, sobre todo en
regiones alejadas de sus superficies (Rambani et al., 2009).

1.3 CASPASA 3 EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Las caspasas (cisteinil-protesasas especificas de aspartato) son una familia de enzimas
altamente reguDAlas involucradas en diversos mecanismos celulares, entre ellos la
remodelacion, diferenciacion, inflamacién y la muerte programada. La estructura primaria de
un caspasa consiste en un pro-dominio amino-terminal y un dominio proteasa carboxilo-
terminal que contiene el residuo de cisteina catalitico; el dominio proteasa esta compuesto
por una subunidad grande y una subunidad pequefia. Las caspasas se sintetizan como pro-
enzimas que luego son procesadas proteoliticamente, sobre residuos criticos de aspartato,
hacia su forma activa; este procesamiento remueve el pro-dominio y separa las subunidades
grande y pequefa. Todas las especies activas de caspasa que se conocen son tetrameros
con dos subunidades grandes, dos pequefias, y dos sitios activos idénticos (Crawford &
Wells, 2011). Se considera que la activacion de las caspasas es esencial en la apoptosis,
tanto asi que usualmente se adjudica a esta forma de muerte programada su rol



preponderante (Lockshin & Zakeri, 2004). Las caspasas apoptoéticas se clasifican en dos
grupos segun su posicion en las cascadas de sefalizaciébn. Las caspasas iniciadoras
(caspasa 2, 8, 9 y 10) que tienen pro-dominios largos y son activadas por proximidad
inducida; y cuando estos pro-dominios interactllan con las proteinas adaptadoras, promueven
la dimerizacién de las caspasas. Las caspasas ejecutoras (caspasa 3, 6 y 7) tienen pro-
dominios cortos y existen en la célula como homodimeros preformados pero inactivos;
después de su clivaje, mediado por una caspasa iniciadora, las caspasas ejecutoras actian
sobre substratos celulares especificos para desmantelar la célula (Parrish et al., 2013).

La caspasa 3 existe como pro-enzima de 32 kDa, la forma activa de la enzima es un complejo
tetramérico compuesto de dos subunidades de 17 kDa y dos de 12 kDa (Nicholson et al.,
1995). La caspasa 3 es activada como consecuencia de la liberacién de citocromo ¢ desde la
mitocondria hacia el citosol, lo que induce la formacion del apoptosoma, un complejo
macromolecular que contiene al factor de activacion de la apoptosis (Apafl). Una vez el
apoptosoma se forma, recluta a la pro-caspasa 9 via interacciones con el dominio de
reclusion de caspasa (CARD), involucrando el extremo N-terminal CARD de Apafl. Este
actia como motivo de enganche para la pro-caspasa 9, y el complejo Apafl-caspasa 9-
apoptosoma entonces eficientemente recluta y cliva a la pro-caspasa 3. En el SNC la caspasa
3 es considerada como la principal efectora de las cascadas apoptoéticas (Davoli et al., 2002;
Salvesen, 2002; D'Amelio et al., 2012). Las dos principales rutas de sefializacién apoptética,
la extrinseca o ruta de receptores de muerte (Schulze-Osthoff et al., 1998) y la intrinseca o
mitocondrial (Green & Kroemer, 2004) convergen en la activacibon de caspasa 3.
Adicionalmente, en las neuronas se ha comprobado que la ruta extrinseca y la ruta intrinseca
no son mutuamente excluyentes y pueden interactuar entre ellas (Ashe & Berry, 2003); en
este caso la ruta mitocondrial es reclutada a través del clivaje mediado por caspasa 8 de Bid,
un miembro pro-apoptético de la familia Bcl-2. Una vez clivado, la versién truncada de Bid
(tBid) se transloca a la mitocondria, donde induce la liberacion de citocromo c, paso
fundamental en la ruta mitocondrial (Katz et al., 2012).

La apoptosis mediada por caspasa 3 juega un rol esencial en el esculpido y el
remodelamiento de las redes neuronales del SNC. Se estima que aproximadamente la mitad
de la poblacién celular producida durante el desarrollo del sistema nervioso es eliminada por
apoptosis para optimizar las conexiones sindpticas y remover las neuronas innecesarias. En
el neurodesarrollo la apoptosis se observa temprano en la formacion del tubo neural y
persiste durante la diferenciacion terminal de las redes neurales, involucrando neuronas, glia
y células progenitoras neurales. En esta etapa es posible identificar dos diferentes tipos de
muerte celular: muerte de células progenitoras neurales (CPNs) y muerte de neuronas
postmitéticas; la deprivacion de morfégenos induce apoptosis en las CPNs, mientras que la
deprivacion de neurotrofinas lo hace en las neuronas postmitéticas. Aunque estos tipos de
muerte celular son reguDAlas por diferentes estimulos e involucran diferentes moléculas pro-
y anti-apoptéticas en rutas especificas de las diferentes etapas del desarrollo, el rol de
caspasa 3 en la apoptosis se mantiene esencial durante todas estas etapas en el CNS
(D'Amelio et al., 2010; 2012).



Se suele especular que un importante componente de la muerte neuronal en enfermedades
neurodegenerativas es debida a apoptosis, sin embargo este es un tema muy debatido dada
la dificultad en la identificaciébn de células con morfologia apoptética tipica en algunas de
estas enfermedades (Becerra & Pimienta, 2009). Adicionalmente, en las enfermedades de
Parkinson y Alzheimer no se ha demostrado hasta qué punto podria ocurrir la muerte
mediada por caspasas (X Sureda et al., 2011). Asi pues, por el momento, no parece existir
alguna prueba convincente que atribuya a la caspasa 3 un papel esencial en la fase terminal
de las neuronas en enfermedades neurodegenerativas. Sin embargo, lo anterior contrasta
con la evidencia experimental que muestra que la actividad de la caspasa 3 podria contribuir
a la neurodegeneracién, al menos en etapas iniciales, mediante la produccion de fragmentos
proteicos toxicos propensos a formar agregados, actuando por ejemplo sobre la proteina
Huntingtina, la Tau, y la Presenilina 2; y también por la estimulacion de sefializacion nociva
para la funcidbn neuronal, por ejemplo procesando proteoliticamente proteinas como APP,
Presenilina 1 y GGA3, lo cual potenciaria la generacion de fragmentos Beta Amiloide
(D'Amelio et al., 2012). Adicionalmente, en modelos experimentales de la enfermedad de
Alzheimer en ratones, se ha corroborado que el clivaje mediado por caspasa 3 de la quinasa
Akt y la fosfatasa calcineurina, promueve la internalizacion de receptores AMPA desde los
sitios sinapticos, lo cual conlleva a la atrofia progresiva de espinas dendriticas y por ende de
la funcion sinaptica en las neuronas afectadas (D'Amelio et al., 2011; Jo et al., 2011). La
alteracion de espinas dendriticas es una caracteristica de muchas enfermedades
neurodegenerativas, particularmente de aquellas que involucran disfuncién cognitiva, como
las enfermedades de Parkinson y Alzheimer, y adicionalmente es una caracteristica
encontrada en otros trastornos como el autismo, el sindrome de Down, la adiccién a drogas,
el sindrome del X fragil y la esquizofrenia (Yu & Lu, 2012). No obstante, el posible rol de la
caspasa 3 en la pérdida de espinas dendriticas en enfermedades diferentes al Alzheimer ain
debe ser investigado.

Se debe tener presente que la actividad de la caspasa 3 en el CNS no solo esta implicada en
procesos de muerte celular o neurodegeneracion, sino también en funciones fisiolégicas
como la diferenciacion celular, la plasticidad sinptica, el podado dendritico y procesos de
aprendizaje y memoria. Algunos funciones no apoptoéticas que incluyen la activacion de
microglia, la gliosis, la plasticidad dendritica y la neurogénesis, también se han reportado en
respuesta a la lesion experimental (Tzeng et al., 2013). En estos casos se considera que
debe existir un control muy fino de la actividad de caspasa 3 que permita mantener estas
actividades sin relacién con la muerte o la degeneracion.

Investigaciones empleando diversos modelos de trauma craneoencefélico, tanto in vitro como
in vivo, han corroborado que la activacion de caspasa 3 en este tipo de lesion cerebral es un
hecho predominante (Pineda et al., 2004; Raghupathi, 2004). En uno de los primeros estudios
al respecto, Yakovlev y colaboradores (Yakovlev et al., 1997) haciendo uso de un modelo de
percusion lateral por fluido en ratas, determinaron mediante métodos in vivo e in vitro, que en
la corteza ipsilateral se producia un aumento significativo, tanto de los niveles de RNAm
como de la actividad enzimatica de caspasa 3. En la corteza parieto-temporal estos aumentos



se reportaron a partir de 1 h post-trauma para la actividad enzimética y después de 4 h post-
trauma para los niveles de RNAm. En el hipocampo los niveles de RNAm incrementaron a las
24 h post-trauma, sin embargo no se reportaron cambios en la actividad enzimética de
caspasa 3. La anterior informacion, junto con analisis de electroforesis en gel de ADN y de
datos histolégicos obtenidos por triple marcaje TUNEL-NeuN-Hoechst, permitié a los autores
concluir que la apoptosis juega un importante rol patofisiol6gico en la pérdida neuronal post-
traumatica. La misma conclusién emerge de un modelo similar de trauma craneoencefélico
(Keane et al., 2001) en donde, entre otros analisis, se correlacion6 la marcacion de caspasa
3 clivada, su conformacion activa, con la identificacion de cuerpos apoptoticos en la corteza
cerebral, el hipocampo y el tAlamo. En ambos estudios la activacion de caspasa 3 se detectd
a partir de 1 h post-trauma en la corteza cerebral y en tiempos posteriores en el hipocampo.
Investigaciones empleando el modelo de impacto cortical controDAlo en rata (Beer et al.,
2000; Clark et al., 2000) también reportan la activacion ipsilateral de caspasa 3 desde las
primeras horas hasta dias después del trauma, correlacionando dicha actividad con rasgos de
muerte celular. Sin embargo, en ocasiones no existe evidencia en estos biomodelos de la
activacion de caspasa 3 en el hipocampo (Beer et al.,, 2000). Los anteriores estudios
experimentales concuerdan en términos generales con analisis de tejido contuso humano
obtenido por cirugia decompresiva en pacientes con trauma craneoencefélico (Clark et al.,
1999), asi como con analisis de productos del clivaje de caspasa 3 en liquido cefalorraquideo
de estos pacientes (Farkas et al.,, 2005). Casos en los que también se argumenta la
ocurrencia de muerte celular programada en concomitancia con la activacion de caspasa 3.
En modelos experimentales de lesién axonal difusa también se reporta la activacion de
caspasa 3. En estos casos la distribucién de la marcacién suele ser amplia incluyendo la
corteza, el hipocampo, el tallo cerebral y la sustancia blanca subcortical y profunda. Los
periodos de expresion pico parecen depender de las caracteristicas del modelo pero en
general se reporta el inicio de la actividad de caspasa 3 dentro de las primeras 24 horas post-
trauma (Buki et al., 2000; Cernak et al., 2002, 2004; Zhao et al., 2012; Chen et al., 2013).

1.4 NeuN

El antigeno nuclear neuronal NeuN es una proteina especifica que se expresa en el nicleo y
citoplasma de neuronas post-mitéticas maduras (Mullen et al., 1992; Sarnat et al., 1998). Su
correspondiente anticuerpo, desarrolDAlo por Mullen en 1992 (Mullen et al., 1992), reconoce
NeuN principalmente en el ndcleo, pero también son inmunorreactivos, aunque en menor
medida, el soma y los procesos proximales. La gran mayoria de neuronas son positivas para
NeuN, sin embargo existen algunas excepciones como las células de Cajal-Retzius, las
células de Purkinje, las neuronas del nicleo dentado en el cerebelo, las neuronas del nicleo
olivar inferior en el bulbo raquideo, las neuronas fotorreceptoras retinianas, las células
mitrales del bulbo olfatorio, las células de la cadena ganglionar simpatica y las interneuronas
cerebelosas, las cuales comprenden a las células en cesta, las células estrelDAlas, las
células de Golgi, las células unipolares en forma de brocha y las células de Lugaro; tampoco



ningan tipo de célula glial presenta inmunorreactividad para este marcador (Mullen et al.,
1992; Sarnat et al., 1998; Weyer & Schilling, 2003).

NeuN comprende dos isoformas de aproximadamente 46 y 48 kDa (Mullen et al., 1992) con
multiples sitios para ser fosforiDAlas (Lind et al.,, 2005). La union del anticuerpo que lo
identifica depende del estado de fosforilacion. La isoforma de 48 kDa es predominante en el
citoplasma. Por mas de quince afios se sugiri6 que NeuN podria corresponder a un factor
transcripcional, finalmente, Kim y colaboradores (Kim et al., 2009) demostraron que NeuN es
Fox-3, una proteina involucrada en la regulacion del empalme alternativo del RNA mensajero.
Fox-3 contiene un motivo de reconocimiento de RNA en la parte media de la molécula y es
muy probable que se una especificamente al elemento UGCAUG. Este elemento est4 sobre
representado en los intrones en los que el empalme es reguDAlo de una manera dependiente
del tipo celular y de la etapa de desarrollo, en comparacion con los intrones empalmados
constitutivamente. Por lo tanto, Fox-3 podria actuar como un factor determinante de la
especificidad neuronal durante el empalme, sugiriéndose asi un posible rol de esta molécula
en la diferenciacion de células neurales y en el desarrollo del sistema nervioso (Kim et al.,
2009).

A pesar de que NeuN sea considerado un buen marcador neuronal, dada su amplia
especificidad para la mayoria de los tipos de células neuronales y su reactividad cruzada con
multiples especies, se debe tener presente que no siempre este es el caso. Al respecto se ha
reportado, por ejemplo, el uso poco confiable de este marcador para las neuronas
dopaminérgicas de la sustancia negra parte compacta en rata (Cannon & Greenamyre, 2009).
También se ha demostrado que existe diferencia entre especies para la marcacion de NeuN;
en el Gerbil, una subfamilia de roedores de la familia Muridae, las neuronas GABAérgicas de
la sustancia negra parte reticuDAla no muestran inmunorreactividad al antigeno (Kumar &
Buckmaster, 2007). No obstante lo anterior, en lo que respecta a la corteza cerebral se cree
gue NeuN marca fielmente a la poblacién neuronal, y por tal motivo es considerado el mejor
marcador para diversos estudios en esta estructura (ver por ejemplo: Gittins & Harrison, 2004;
Lyck et al., 2008; Sahara et al., 2012).

Las neuronas sanas presentan una intensa marcacion para NeuN, es por ello que una
disminucion en esta marcacion se suele aceptar como indicativo de degeneracion. De hecho,
se ha reportado que la inmunorreactividad para NeuN decrece ante muchas condiciones
patolégicas, entre ellas isquemia cerebral-hipoxia (Schmidt-Kastner et al., 1995; Xu et al.,
2002; Arango-Davila et al., 2004), patologias inflamatorias (Hoffman et al., 2001), hemorragia
subaracnoidea (Sabri et al., 2008), micro-infartos (Wang et al., 2012), epilepsia del |6bulo
temporal (Tzeng et al., 2013) y trauma craneoencefalico (Carbonell & Grady, 1999; Knoblach
et al., 2004; Manley et al., 2006; Escobar et al., 2008; Riascos et al., 2008). La pérdida total
de inmunorreactividad para NeuN es comunmente asociada a pérdida celular (Dawodu &
Thom 2005; Tippett et al., 2007; Wang et al., 2012), sin embargo, algunos autores sostienen
gue esta asociacién no se puede establecer de forma directa. Al respecto se ha reportado la
ausencia de rasgos morfolégicos distintivos de muerte celular en neuronas NeuN negativas
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(Unal-Cevik et al., 2004; Lavezzi et al., 2013), e incluso la pérdida de marcacion reversible
con recuperacion antigénica (Unal-Cevik et al., 2004). En estos casos se ha sugerido que la
pérdida de inmunorreactividad podria estar relacionada con cambios en la antigenicidad o
quiza con una reduccién en la sintesis de NeuN. Por su parte, varios autores han demostrado
gue la inmunorreactividad negativa para NeuN correlaciona con muerte celular, en algunos
casos empleando el ensayo de TUNEL para establecer esta relacion (Hoffman et al., 2001;
Davoli et al., 2002); también por la correlacién de rasgos morfoldégicos de muerte celular
(Vereczki et al., 2006) y de la perdida de neuronas tefiidas con Nissl (Riascos et al., 2013)
con areas NeuN negativas de la corteza cerebral.

1.5 HOECHST

Hoechst, compuestos derivados bis-benzimidazol, son una familia de colorantes fluorescentes
supravitales de &cidos nucleicos permeables a las membranas celulares. Entre sus multiples
aplicaciones estan la deteccion sensible de ADN en presencia de ARN en geles de agarosa,
la determinacion automatizada de ADN, el conteo celular, la identificacion de estructuras
anatémicas, estudios de reparacion, replicacion y estructura cromosémica, entre otros. En
microscopia de fluorescencia se emplean principalmente como marcadores nucleares. Estos
colorantes se une al surco menor del ADN, y aunque se puede unir a todos los &cidos
nucleicos, la unién a cadenas ricas en AT es preferencial e incrementa la fluorescencia en
aproximadamente dos érdenes de magnitud en comparacion con las cadenas ricas en GC.
Hoechst 33258 y Hoechst 33342, los colorantes de mayor uso en la actualidad, presentan un
pico de maxima absorcién en luz ultravioleta alrededor de los 352 nm, y un pico de maxima
emision en luz fluorescente azul alrededor de los 455nm. Hoechst 33258, por contener un
hidroxilo terminal, es ligeramente mas soluble en agua que Hoechst 33342, quien en cambio
posee un grupo etilo. Dada su mayor hidrofobicidad, Hoechst 33342 puede penetrar mas facil
las membranas celulares que Hoechst 33258. Ambos marcadores exhiben muy débil
fluorescencia en solucién a pH 7, pero una muy fuerte fluorescencia cuando se unen al ADN
(Latt et al., 1975; Latt & Stetten, 1976; Molecular Probes, 2005).

Hoechst es una herramienta util en estudios de muerte celular debido a la propiedad de
suministrar informacion acerca de la morfologia nuclear. Se le suele emplear para discriminar
cuantitativamente una de las secuelas clasicas de la apoptosis, la condensacién nuclear (Lo
et al., 1995; Daniel & DeCoster, 2004; Krysko et al., 2008; DeCoster et al., 2010; Joshi et al.,
2012; Berghe et al., 2013). También, junto con otros marcadores, puede ser usado en la
identificacion de necrosis y muerte celular por autofagia. Estos usos abarcan tanto las
técnicas de inmunocitofluorescencia (Tasdemir et al., 2008; Hubbard et al., 2012; Sun et al.,
2013), como de inmunohistofluorescencia (Whiteside & Munglani, 1998).

En estudios de lesion cerebral la tincion con Hoechst permite hacer un seguimiento a las
neuronas que exhiben una morfologia nuclear apoptética, caracterizada por nucleos
picnéticos y/o fragmentados con contenido de cromatina condensada. En algunos de estos
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estudios el andlisis de la marcacién de Hoechst se constituye en la principal herramienta para
la identificacion de células apoptoéticas (Galehdar et al., 2010), en otros su uso es
complementario para técnicas como TUNEL (Yakovlev et al., 1997; Chen et al., 2012).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los cultivos organotipicos agudos representan una herramienta experimental valiosa en el
estudio de farmacos neuroprotectores en trauma craneoencefalico (TCE). En estos cultivos,
excluidos de barrera hematoencefalica, los patrones de conexiones sinpticas dentro de las
tajadas estan minimamente alterados con respecto a los patrones in vivo al momento de la
extraccion, lo que abre la posibilidad a una evaluacion futura directa de los efectos de
farmacos sobre mecanismos fisiopatolégicos que podrian reflejar aquellos desarrollados in
situ.

Nuestro grupo de investigacién ha cultivado con éxito tejido contuso humano hasta por 2
horas, abriendo la posibilidad para el desarrollo de modelos de cultivo agudo con la
capacidad de preservar tejido traumatizado, lo que se constituiria en una gran herramienta en
el estudio del TCE. Motivados por estos resultados previos el Centro de Estudios Cerebrales
se ha propuesto desarrollar un modelo de cultivo organotipico agudo de cerebro de rata para
la futura evaluacion de medicamentos neuroprotectores. Como parte de las evaluaciones
preliminares del modelo se hace necesaria la caracterizacion cuantitativa, por seguimiento de
elementos moleculares claves, de mecanismos de degeneracién en el cultivo, con el
propésito de determinar posibles referencias sobre las cuales comparar los efectos de los
medicamentos. Dentro de estos mecanismos se encuentra la induccién de procesos
apoptoticos, donde la caspasa 3 activa desempefia un rol protagonico.

Considerando lo anterior el presente proyecto pretende conocer como es la respuesta, en
términos de niveles de caspasa 3 activa, en un cultivo organotipico agudo de cerebros de rata
sometidas a un trauma craneoencefalico difuso moderado, caracterizando cuantitativamente
la o las regiones del tejido mas vulnerables, es decir, donde esta respuesta es mas
pronunciada.
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3. OBJETIVOS

3.1 GENERAL

Describir cuantitativamente los cambios temporales y espaciales mas pronunciados en la
expresion inmunohistoquimica de la proteina caspasa 3 clivada en un modelo de cultivo
organotipico agudo de cortes cerebrales de rata derivados de trauma craneoencefalico difuso
moderado.

3.2 ESPECIFICOS

o Realizar una descripcién cualitativa de los cambios temporales y espaciales para
caspasa 3 clivada con el proposito de determinar aquellos més susceptibles de ser
cuantificados en un modelo de cultivo organotipico agudo de cortes cerebrales de rata
derivados de trauma craneoencefalico difuso moderado.

e Establecer comparaciones estadisticas para los niveles de la proteina caspasa 3
clivada entre tejido traumatizado y tejido control durante los diferentes periodos del
cultivo agudo.

e Establecer comparaciones estadisticas entre los niveles de la proteina caspasa 3
clivada tanto en tejido traumatizado como en tejido control durante los diferentes
periodos de cultivo agudo.

¢ Identificar si existe co-localizacién entre la proteina caspasa 3 clivada y el antigeno
nuclear neuronal NeuN en los tejidos bajo analisis.

¢ Realizar medidas cuantitativas de area nuclear como apoyo para la interpretacion de
los cambios en los niveles de la proteina caspasa 3 clivada en los tejidos bajo analisis.

¢ Interpretar los cambios en los niveles de la proteina caspasa 3 clivada apoyandose en
medidas cuantitativas para la expresién de NeuN y de las areas nucleares, dentro del
contexto de vulnerabilidad entendida como induccion de procesos apoptéticos en
respuesta a la lesion.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 BIOMODELOS

En este proyecto se emplearon 24 ratas Wistar (Rattus Novergicus) machos, adultas, con un
peso de entre 330-360 g, asignadas de manera aleatoria a dos grupos experimentales:
control y trauma. Cada grupo experimental cont6é con 12 biomodelos distribuidos
equitativamente entre cuatro instantes de observacion para el periodo de cultivo: Oh, 2h, 4hy
6h.

4.2 LESION CEREBRAL EXPERIMENTAL

En ratas Wistar adultas con un peso de entre 330 y 360 g se propici6 un trauma
craneoencefalico (TCE) empleando una version modificada del modelo de Marmarou o
modelo de impacto-aceleracion por caida libre de un peso (Marmarou et al., 1994; Abd-
Elfattah Foda & Marmarou, 1994). La mayor ventaja de este modelo es que reproduce un
edema cerebral difuso asi como una lesién axonal difusa (DAI) sin asociar contusiones
focales ni la ruptura permanente de la barrera hematoencefalica (BHE) (Prieto et al., 2009).

El dispositivo de impacto utilizado consistié de una pesa de 450 g que se dej6é caer 1.55m a
través de un tubo de aluminio sobre un disco metalico fijado al craneo de una rata que se
hallaba dispuesta sobre una espuma deformable de poliuretano de densidad 20 kg/m? (figura
4.1).
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Figura 4.1. Esquema del modelo de impacto-aceleraciéon de Marmarou. A) En primer lugar se coloca un disco
metdlico sobre el craneo de la rata, centrado en la linea media entre bregma y lambda. A continuacién se coloca el
animal sobre una espuma y con la cabeza centrada bajo un tubo de aluminio por el que se deja caer una pesa
para que golpee el disco metdlico. B) La cabeza de la rata sufre un impacto seguido de una aceleracién angular en
el plano sagital. (Tomado de Prieto et al., 2009).

El objetivo de fijar el disco metalico es para que se distribuya la fuerza mecanica del impacto
por todo el craneo, disminuyéndose asi el riesgo de fracturas craneales y de lesiones focales.
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La espuma, al deformarse elasticamente, permite el movimiento angular de la cabeza en el
plano sagital en un ciclo completo aceleracion-desaceleracion cuya carga inercial induce en el
cerebro deformaciones por cortante responsables de la lesion generada (Voigt et al., 1977,
Gennarelli et al., 1982; Povlishock & Christman, 1995; Povlishock et al., 1997).

Para provocar el TCE, todas las ratas se sometieron, en camara de anestesia, a anestesia
general por aproximadamente 30 minutos. En cada rata la induccién de la anestesia se llevo
a cabo en los primeros 5-7 minutos empleando una mezcla de 4% isoflurano — 96% oxigeno.
Entonces se extrajo la rata de la camara de anestesia y, administrandole ahora los gases con
mascara, se le practicé una incisién en la linea media del escalpo seguido de una elevacién
periostal para exponer el area central de la boveda craneal entre las suturas coronal y
lambdoidea. En esta area se fij6 con adhesivo de cianocrilato un disco metalico de 2.5 cm de
didmetro y 2 mm de grosor. Luego, y de manera muy rapida, se retiré la mascara de gases y
se coloco la rata boca abajo en la espuma de tal manera que el disco metalico quedara
centrado con el borde inferior del tubo por el que caeria la pesa. Entonces se solté la pesa y
una vez impactado el disco metalico se aparté del tubo a la espuma junto con la rata para
evitar un segundo golpe. Este procedimiento de impacto con suspensién de anestesia no tuvo
una duracién mayor a 15 segundos. Seguido se trasDAI6 la rata de nuevo a la camara de
anestesia donde permanecio por aproximadamente 15 minutos, esta vez con una mezcla de
mantenimiento de 2% isoflurano — 97% oxigeno. Finalizado este periodo se sacé la rata de la
camara de anestesia y, administrandole los gases via mascara, le fue retirado el disco
metalico y se suturd la incision, después de lo cual se le trasDAIlo a su jaula para permitirle la
recuperacion de la anestesia. El periodo de recuperacion dur6 en promedio 10 minutos,
tiempo después del cual las ratas despertaron completamente. El tiempo total de monitoreo
post-lesion fue de aproximadamente 40 minutos: 20 minutos en la etapa de mantenimiento
anestésico, 10 minutos en el periodo de recuperacion de la anestesia, y 10 minutos de
valoracion cualitativa motora una vez las ratas despertaron completamente. Finalmente las
ratas fueron trasDAladas al bioterio de la Universidad del Valle donde se mantuvieron por 48
horas hasta la extraccién de los cerebros.

A los animales pertenecientes al grupo experimental trauma se les indujo el TCE como se
acaba de describir. Los pertenecientes al grupo control se sometieron al mismo procedimiento
excepto que la pesa no se dejé caer sobre sus cabezas.

Los procedimientos a los que fueron sometidos los biomodelos siguieron las normas de ética
convencionales requeridas por el Comité de Evaluacion Etica en Animales de
Experimentacion de la Facultad de Salud de la Universidad del Valle, con aceptacion bajo el
Acta No. 001 de 2011. El trabajo de investigacion presente, se enmarca dentro del proyecto
de investigacion aprobado y financiado por la Vicerrectoria de Investigaciones de la
Universidad del Valle, cédigo 1698 del afio 2012.
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4.3 CULTIVO ORGANOTIPICO AGUDO DE TAJADAS CEREBRALES

Transcurridas 48 h post-trauma los sujetos fueron sacrificados bajo anestesia por
decapitacion y sus cerebros réapidamente extraidos (con excepcion de los grupos
experimentales correspondientes a las Oh de cultivo, ver seccién 84.4). En condiciones de
esterilidad e irrigacién constante con liquido cefalorraquideo artificial (LCR,) (NaCl 124 mM,
KCI 5mM, NH,PO, 1.24 mM, MgSO, 1.3 mM, NaHCO3; 26 mM, CaCl, 2mM y Glucosa 10 mM
a pH 7.4) se removieron coagulos y meninges, y empleando una hoja de afeitar se realizaron
cortes coronales de entre 2000 y 2500 um, descartando el bulbo olfatorio y el cerebelo.
Después de una limpieza adicional de las tajadas con LCR, para remover detritus y sangre,
éstas se trasDAlaron a dos camaras, control y trauma, para cultivo organotipico agudo. Las
cdmaras empleadas son una versiéon modificada a la descrita por Krimer y Goldman-Rakic
(Krimer & Golgman-Rakic, 1997) que ha sido previamente detalDAla (Riascos et al., 2007)
(figura 5.2). En las camaras, las tajadas se sostuvieron sobre una malla en la interfase
dispuesta por un flujo continuo de LCR, a 2cc/min y una mezcla gaseosa de O, al 95% y CO,
al 5% con burbujeo permanente, a 36 °C (Bafio de agua Julabo SW22) y pH fisiolégico.

Las tajadas se cultivaron asi por periodos de 2, 4y 6 horas.

LCRa .
: ‘. ‘{Valvula de presion

Eliminacion del
exceso del LCRa

Interfase

Convenciones
LCRa: Liquido cefalorraquideo
0./CO:: Carboxigeno



Figura 4.2. Camara de cultivo organotipico agudo modificada de Krimer y Goldman-Rakic (Krimer & Goldman-
Rakic, 1997). Parte superior, disefio esquematico de la camara (modificado de Guzman, 2013). Parte inferior
izquierda, disposicién de la camara dentro del dispositivo reguDAlor de temperatura (Bafio de agua Julabo SW22);
inferior derecha, detalle de la disposicion de las tajadas dentro de la camara.

4.4 PROCESAMIENTO HISTOLOGICO

Los grupos experimentales correspondientes a las 0 h de cultivo, es decir, no cultivados,
transcurridas 48 h post-trauma fueron sometidos a perfusion intracardiaca con 250ml de
solucién salina al 0.9% y 250ml del fijador paraformaldehido-lisina-periodato (PLP) pH 7,4. El
encéfalo fue extraido y puesto en la misma solucion de fijacion durante 48 horas a 4 °C. Los
procedimientos de crioproteccion, congelacion y corte, fueron idénticos a los que se
describiran a continuacién para los cerebros cultivados.

Finalizado el tiempo de cultivo las tajadas fueron extraidas de las camaras y sumergidas para
fijacion en PLP a 4 °C durante 4 dias; después, dispuestas para crioproteccion en gradientes
de sacarosa al 10%, 20% y 30% en buffer fosfato salino (PBS, por sus siglas en inglés) 1X
por 3 dias consecutivos; seguido, se congelaron por inmersién en isopentano enfriado en
hielo seco y se almacenaron a -70 °C.

Con el empleo de un criostato (Leica CM3050 S) se realizaron cortes coronales de 30 um a
las tajadas congeDAlas. De cada muestra de tejido se descartaron los primeros y ultimos 200
UM para evitar las areas afectadas por la diseccién y por el contacto con la malla de soporte
al interior de las camaras de cultivo. Los cortes se almacenaron en solucién anticongelante
(glicerol al 20% vy etilenglicol al 30% en PBS 10X) a -20 °C hasta ser procesados por
inmunofluorescencia/histoquimica. Todos los ensayos se llevaron a cabo en pozos.

Inmunofluorescencia (triple marcaje NeuN-Casp3-Hoechst)

Los tejidos se lavaron 3 veces por 10 minutos cada vez en PBS 1X; luego se incubaron por
20 minutos a Temperatura (T) ambiente en solucion para bloqueo de aldehidos (glicina 0.3M
en PBS 1X) seguido de 3 lavados por 5 minutos cada vez en PBS 1X. Por 1 h se incubaron a
T ambiente en suero de bloqueo (albumina de suero bovino al 1% y Triton X-100 al 0.5% en
PBS 1X). Seguido se incubaron con los anticuerpos primarios mouse anti-NeuN 1:2500
(Chemicon International) y rabbit anti-cleaved caspase 3 1:500 (Cell Signaling Technology)
por 18 h a 4 °C en suero de blogueo. Finalizado este paso se hicieron de 3 lavados por 5
minutos cada vez en PBS 1X vy, trabajando de aqui en adelante en cuarto obscuro, se
procedié a la incubacién con los anticuerpos secundarios Alexa Fluor 594 goat anti-mouse
1:2000 y Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit 1:1000 (Invitrogen) por 1 h y 20 minutos a T
ambiente en suero de bloqueo. Después de 3 lavados por 5 minutos cada vez en PBS 1X, se
incubd el tejido en Hoechst 33258 1:1000 (Invitrogen) por 5 minutos a T ambiente en PBS 1X
seguido de mudltiples lavados en PBS 1X intercaDAlos con enjuagues de 15 segundos en
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agua destiDAla. Finalmente los tejidos se montaron en placas revestidas con gelatina y se
dejaron secar al aire por 15-20 minutos, después de lo cual se les aplicé el medio de montaje
Vectashield Hard Set (Vector Laboratories) y se cubrieron con laminillas para ser
almacenados a 4 °C. Para evaluar la especificidad en la inmunotincién, un ensayo de control
negativo fue ejecutado omitiendo los anticuerpos primarios. El control negativo mostro
ausencia de inmunorreactividad en los tejidos.

Inmunohistoqguimica (Casp3)

Los tejidos se lavaron 3 veces por 10 minutos cada vez en PBS 1X; luego se incubaron por
15 minutos a T ambiente en solucion para bloqueo de peroxidasas endbégenas (metanol al
30% y perdxido de hidrégeno al 0.3% en agua destiDAla) seguido de 3 lavados por 5 minutos
cada vez en PBS 1X. Por 40 minutos se incubaron a T ambiente en suero de bloqueo (suero
normal de cabra al 1.5% y Triton X-100 al 0.5% en PBS 1X). Seguido se incubaron con el
anticuerpo primario rabbit anti-cleaved caspase 3 1:200 (Cell Signaling Technology) por 18 h
a 4 °C en suero de bloqueo. Finalizado este paso se hicieron de 3 lavados por 5 minutos cada
vez en PBS 1X. Los tejidos se expusieron por 40 minutos a incubacién en Biotina vy,
posteriormente, lavados con PBS 1X 3 veces por cinco minutos cada uno, a lo cual siguiod
incubacién en Avidina/Biotina (Vectastain ABC Kit; rabbit IgG PK-6101, Vector Laboratories),
también durante 40 minutos. Terminado este proceso, los tejidos se lavaron nuevamente con
PBS 1X y se les adicion6 una soluciéon que contenia Diaminobencidina al 4%, peroxido de
hidrégeno al 2% y niquel al 2% en PBS 1X (Peroxidase Substrate Kit; DAB SK-4100, Vector
Laboratories) durante 5 minutos. El tejido se lavé nuevamente con PBS 1X y se mont6 en
placas revestidas con gelatina. Las placas se dejaron secando hasta el dia siguiente y los
tejidos se cubrieron con un medio de montaje (Fisher Permount Mounting Media) y se
pusieron laminillas. Para evaluar la especificidad en la inmunotincién, un ensayo de control
negativo fue ejecutado omitiendo el anticuerpo primario. El control negativo mostré ausencia
de inmunorreactividad en los tejidos.

4.5 CAPTURA Y PROCESAMIENTO DE IMAGENES

Las muestras procesadas por inmunofluorescencia fueron fotografiadas con una camara
digital AxioCam HRc (Carl Zeiss) acopDAla a un microscopio Axio Observer.Z1 (Carl Zeiss)
iluminado con una lampara de mercurio X-Cite 120Q. Este tipo de configuracion es referido
como microscopia de fluorescencia de campo amplio. Las capturas se realizaron con el
programa ZEN 2009 (Carl Zeiss) en formato RGB de 8 bits, tipo entero sin signo, con una
resolucion de 1388 x 1040 pixeles. Las fotografias se tomaron secuencialmente entre los tres
marcadores analizados. Para Hoechst se emple6 el cubo de filtros 49 (Excitacion G 365,
Divisor de haz FT 395, Emisién BP 445/50), para NeuN (Alexa Fluor 594) el cubo de filtros 20
(Excitacion BP 546/12, Divisor de haz FT 560, Emision BP 575-640), para Casp3 (Alexa Fluor
488) el cubo de filtros 46 (Excitaciéon BP 500/20, Divisor de haz FT 515, Emision BP 535/30);
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todos ellos de Carl Zeiss. Las fotografias se tomaron empleando los objetivos Carl Zeiss EC
Plan-Neofluar 20x/0.5 y Plan-Apochromat 40x/1.3 en aceite. Para cada marcador se fij0
independientemente el tiempo de exposicion (objetivo 20x: Hoechst 10 ms, NeuN 800 ms,
Casp3 1 s; objetivo 40x: Hoechst 2 ms, NeuN 400 ms, Casp3 900 ms) y la intensidad de la
lampara de mercurio (objetivo 20x: Hoechst 50%, NeuN 100%, Casp3 100%; objetivo 40x:
Hoechst 12%, NeuN 25%, Casp3 50%). Estos valores se mantuvieron constantes para todas
las fotografias tomadas. Los tiempos de exposicion reales siempre fueron mayores, pero
constantes, a los establecidos para la camara digital; esto debido principalmente al retardo
entre el mando del software de captura y la accién motorizada del obturador del microscopio.

Por cada biomodelo fueron fotografiadas 6 secciones coronales procurando que estuvieran
igualmente espaciadas entre los bregma 3.00 mm y -4.44 mm; esta es una distribucion
espacial aproximadamente simétrica respecto de la comisura blanca anterior. Las fotografias
con objetivo de 20x destinadas al calculo de inmunorreactividad fueron tomadas primero, sin
exceder de 10 fotografias por marcador por seccion coronal. Después se tomaron las
fotografias con objetivo de 20x destinadas al calculo de densidad celular (solo para Casp?3);
en este caso se pudieron tomar en promedio otras 10 fotografias antes de detectar alteracion
significativa en la fluorescencia. Finalmente se tomaron las fotografias con objetivo de 40x
destinadas al célculo de las areas nucleares planimétricas. El orden en la toma de fotografias
obedecié a priorizar la calidad de la fluorescencia para el céalculo de la inmunorreactividad
antes de experimentar deterioro en las muestras por photobleaching (destruccion fotoquimica
del fluor6foro como resultado de la sobreexposiciéon de la muestra a la luz), y permitié definir
al objetivo de 20x como nuestro “objetivo base de trabajo”.

Las muestras procesadas por inmunohistoquimica fueron fotografiadas con una camara
digital DFC 295 (Leica) acopDAla a un microscopio Leica DM750 iluminado por LED y
empleando el objetivo Leica Plan 4x/0.10. Las capturas se realizaron con el programa Leica
application suite 3.8.0 en formato Tiff de 8 bits, tipo entero sin signo, con una resolucion de
2048 x 1536 pixeles. Estas fotografias se tomaron solamente para la marcacién de Casp3 en
cortes coronales a nivel del hipocampo como material de apoyo en el calculo de la
inmunorreactividad (ver 84.5.2). En todas estas fotografias se fijo un tiempo de exposicion de
34.9 ms, manteniendo también constante la intensidad de la iluminacion.

Todos los andlisis de imagenes se realizaron con el programa ImageJ 1.48 (NIH, USA;
http://rsb.info.nih.gov/ij/).

4.5.1 Deconvolucion de las imagenes digitales

La deconvolucion se aplicé a imagenes de fluorescencia 2D de manera previa al calculo de la
inmunorreactividad (ver 84.5.2), incrementando la relacion sefial/background en las capturas
digitales (figura 4.3).
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En microscopia de fluorescencia de campo amplio los cortes histologicos se iluminan por
completo, lo que produce la excitacion de una gran cantidad de fluoréforos y la emision de luz
desde cualquier parte de la muestra. Asi, las imagenes capturadas estdn compuestas de la
luz tanto del plano focal como de todos los planos fuera de foco, lo que produce la apariencia
desenfocada o difusa, referida como blurring, caracteristica de este tipo de microscopia. El
blurring serd menos pronunciado entre mas delgados sean los cortes histolégicos puesto que
asi la luz total emitida de los planos fuera de foco sera menor. En esencia, el blurring se
origina por la difraccion espacial de la luz originada desde una fuente puntual. El patrén de
esta difraccion es conocido como la point spread function (PSF) del microscopio, y es una
funcién de sus propiedades épticas. Se puede pensar en una imagen capturada digitalmente
como el resultado de la modificaciébn que la PSF hara sobre la imagen verdadera de la
fluorescencia emitida. Esta modificacion puede modelarse en términos matematicos mediante
la operacion convolucién. Lo que significa que para contrarrestar el blurring, y reasignar la luz
fuera de foco a su punto de origen, es necesario aplicar sobre las imagenes capturadas una
operacioén inversa a la convolucion, esta operacion es la deconvolucion.

Para poder computar la deconvolucién es necesario disponer de la PSF del microscopio. En
este proyecto la PSF se estimé de manera tedrica seguin el modelo de difraccién de Born &
Wolf (Gibson & Lanni, 1989; Born & Wolf, 2003; Kirshner et al., 2013), ver tabla 4.1. En este
modelo la PSF es invariante al desplazamiento, es decir, constante en todos los puntos del
espacio; ademas se asume que no posee ningun tipo de aberracion, es decir, que es
perfectamente simétrica respecto del plano xy y del eje z.

La deconvolucion entre las imagenes digitales y la PSF se computé empleando el método
generalizado de Tikhonov con condiciones de frontera reflectantes y un stencil Laplaciano
(Hansen et al., 2006; Wendykier, 2009). Este es un algoritmo de filtrado espectral que tiene la
ventaja de ser de rapida ejecucion, principal razén por la cual fue escogido.

Obietivo Zeiss EC Plan-Neofluar | Zeiss Plan-Apochromat
) 20x/0.50 M27 40x/1.3 Oil DIC M27
Apertura numérica 0.5 1.3
Indice Qe refrg'ccmn 1 1518
de inmersion

: 520 nm (Alexa 488) 520 nm (Alexa 488)

Longitud de Onda 619 nm (Alexa 594) 619 nm (Alexa 594)
Tamario de pixel 0.51 um 0.26 um

Tabla 4.1. Parametros empleados en el modelo de Born & Wolf para la estimacién tedrica de la PSF.

4.5.2 Calculo de la inmunorreactividad

Inmunofluorescencia

21



En inmunofluorescencia la inmunorreactividad (IR) se calculé en imagenes capturadas con el
objetivo de 20x (Zeiss EC Plan-Neofluar 20x/0.50 M27). Con una magnificacion total de 200x
(objetivo 20x y ocular 10x) es dificil disponer de estructuras completas dentro de una imagen,
por lo que la cuantificacion de la IR en inmunofluorescencia se refirid a secciones de estas
estructuras (ver el ejemplo de la figura 4.3).

La cuantificacion de la IR se bas6 en el valor de los pixeles para la region de interés
(ecuacion 4.1). Los pixeles son las unidades mas pequefias que constituyen una imagen
digital. En términos practicos cada pixel es un numero cuyo valor es una medida de la
intensidad de luz emitida por la muestra. Los valores obtenidos de las imagenes capturadas
digitalmente tuvieron un rango desde 0 hasta 255. Un valor de pixel igual a cero correspondio
a la ausencia de luz (color negro), mientras que un valor de 255 correspondié a la maxima
intensidad de luz soportada por el formato de adquisicion. En la ecuacion 4.1, los valores de
los pixeles de la region de interés se corrigieron por background, eliminando asi la
variabilidad en el background entre los diferentes cortes.

Para el célculo de la IR se hizo uso del promedio de los valores de los pixeles y no de sus
valores totales o integrados, lo que permiti6 independizar este célculo del area de las
estructuras analizadas. Lo anterior es importante al considerar la premisa de que en
inmunofluorescencia de cortes histoldgicos el nivel de fluorescencia emitido por alguna region
de la muestra debe ser funcion de su expresion antigénica (o de su inmunorreactividad) y no
del tamafio de la region analizada.

IRvp =Wroi —Wbackground (4-1)

Donde:
IR,, : inmunorreactividad por valor de pixel

VP i : valor promedio de los pixeles para la regién de interés
VPhackground: Valor promedio de los pixeles para el background

En la determinacion de la IR, tanto la region de interés como el background se delinearon a
mano, ver figura 4.3. El &rea seleccionada como background fue representativa del
background presente en la imagen, y en especial en la regiéon de interés; si por ejemplo la
region de interés presentd autofluorescencia de capilares o dafio en el tejido manifestado por
parches con cero fluorescencia, entonces la muestra tomada como background también
incluyo estas caracteristicas.

Para los analisis, los hemisferios derecho e izquierdo del cerebro se utilizaron para producir
una medida promedio de la IR por cada region de interés en cada biomodelo.
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Inmunohistoquimica

En inmunohistoquimica la inmunorreactividad (IR) se calcul6 en imagenes capturadas con el
objetivo de 4x (Leica Plan 4x/0.10).

Figura 4.3. Célculo de la IR por valor de pixel para NeuN en una seccién del giro dentado. Delineacion de las
estructuras y efecto de la deconvolucion. A: imagen no deconvolucionada; B: imagen deconvolucionada; IRyp:
inmunorreactividad por valor de pixel; IRyyp: inmunorreactividad por valor de pixel como valor porcentual del
background. En la parte inferior de la figura se han delineado la region de interés (1) y el background (2). Nétese
que dentro del background se incluye la autofluorescencia de capilares. Debido a que en el calculo de la IR se
emplean valores promedio, la regidn de interés no necesita ser delineada con mucha precision; en la practica esto
implica una ventaja pues en general resulta dificil determinar los limites exactos de las estructuras. En la gréafica se
ha expresado también la IR como valor porcentual del background (IRvpp) con el objetivo de ilustrar explicitamente
como el mayor valor obtenido en B indica que la relacion sefial/background mejora con la deconvolucién. La barra
corresponde a 80 pm.

La cuantificacion de la IR fue evaluada mediante valores de densidad Optica relativa (ROD,
por sus siglas en inglés) para la region de interés (ecuacion 4.2). Estos valores se obtienen
después de aplicar una transformacion no lineal a los valores de pixeles empleando la
formula: ROD = log (255/valor promedio de los pixeles) (Hwang et al., 2006). En la ecuacion
4.2, los valores ROD para la region de interés han sido corregidos por background,
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eliminando asi la variabilidad en el background entre los diferentes cortes, y escaDAlos
arbitrariamente para facilitar su visualizacién.

(4.2)

W ackgroun
IReop = Iog(bkgdj x1000
Donde:
IRzop : inmunorreactividad por densidad dptica relativa

VP i : valor promedio de los pixeles para la region de interés
VPhbackground: Valor promedio de los pixeles para el background

En las imagenes digitales para la inmunohistoquimica, y contrario a las de
inmunofluorescencia, un valor de pixel bajo (menos luz atravesando la muestra) se relaciona
con una mayor expresion de la proteina bajo analisis, es por eso que el concepto de densidad
Optica (o absorbancia), que indica (se relaciona linealmente con) la concentracion de
moléculas absorbentes de luz (en nuestro caso la proteina de interés) cobra utilidad aqui.
Ademas, el rango del histograma de pixeles de nuestras imagenes para inmunohistoquimica
fue amplio, justificando asi la transformacién no lineal de los datos (Lazic, 2009).

En lo referente a la seleccion de la regién de interés y del background, se siguié aqui el
mismo procedimiento descrito para la inmunofluorescencia. Para los analisis, los hemisferios
derecho e izquierdo del cerebro se utilizaron para producir una medida promedio de la IR por
cada regién de interés en cada biomodelo.

4.5.3. Estimacioén de la densidad para la IR tipo puntos

La densidad de la inmunorreactividad tipo puntos (ver seccién 85.3) se evalué sobre una
ventana de conteo celular de 0.2 mm? (400x500 um? en un total de 1730 imégenes
capturadas con el objetivo de 20x (figura 4.4). La ventana de conteo no estuvo fija
espacialmente, de manera que se permitiera su ubicacion en alguna region representativa
dentro de la imagen digital para la IR tipo puntos. Por cada imagen solo se ejecut6 una vez la
ventana de conteo. Para evitar falsos positivos en el conteo debido a impurezas fluorescentes
o0 a autofluorescencia, solo se incluyeron aquellas marcaciones que co-localizaran con
Hoechst.

4.5.4 Estimacion del tamafo nuclear

El tamafio nuclear se evalu6 mediante la medida del &rea nuclear planimétrica en un total de
5960 nucleos (4698 en capas piramidal y granular del hipocampo y 1262 para la IR tipo
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puntos) con perimetros manualmente delineados y capturados, en tincién de Hoechst, con el
objetivo de 40x (figura 4.5). En la delineacion de los perimetros, inicialmente se hizo en ellos
un ajuste grueso de una elipse o un ovalo, segun correspondiera mejor a cada caso, luego,
manualmente se manipularon los bordes de estas formas geométricas para hacerlos
corresponder con los limites visibles nucleares.
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Figura 4.4. Conteo celular para la estimacion de la densidad de la IR tipo puntos. Los conteos se efectuaron sobre
una ventana de 400 x 500 umz. En la grafica se muestra un ejemplo para el cuerpo calloso.
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Figura 4.5. Delineacion de perimetros nucleares para la estimacion del tamafio nuclear. En la gréfica se muestra
un ejemplo para CAl. Los nlcleos se delinean en capturas para la tincion de Hoechst. El programa ImageJ
automaticamente calcula las areas planimétricas de los nucleos asi delineados.
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En las capas piramidal y granular del hipocampo, primero se establecieron sus limites
empleando la marcacion de NeuN y luego se efectud la delineacion de perimetros nucleares
a células que estuvieran dentro de estos limites sin importar el grado de co-localizacion con
NeuN, pero verificando la no co-localizacion con la IR tipo puntos. De esta manera el
muestreo en esta poblacion de células no estuvo sesgado hacia aquellas con mayor IR para
NeuN, presumiblemente mas sanas, ni tampoco contaminado con elementos de otra
poblacion, la IR tipo puntos.

4.5.5 Co-localizacion

La evaluacion de la co-localizacién se hizo cualitativamente, comparando los canales bajo
andlisis y visualmente identificando las regiones de la imagen con igual distribucion de la
marcacion. Este tipo de evaluacién es indicada en casos como el nuestro, donde las
moléculas de interés ocupan un espacio celular de gran dimension como lo es el nucleo, de
tal forma que la superposicion de marcaciones, si las hay, resulta obvia (MacDonald & Dunn,
2013). De esta manera se hace innecesario el uso de métodos estadisticos cuyos resultados
suelen ser en muchos casos dificiles de interpretar (Dunn et al., 2011; Mansoor, 2012).

La identificacion visual de la co-localizacién en imagenes superpuestas (“merge”), depende
en gran medida de la igualdad en las intensidades de los colores para los canales analizados,
asi, el color intermedio resultante en el merge indicaria las zonas de co-localizacién. Sin
embargo, en la practica tal restriccion en estas intensidades es de raro cumplimiento, es por
ello que la manera mas confiable de comparar visualmente la distribucion relativa de dos
marcadores es la comparacion DAlo a DAlo de las dos imagenes (Dunn et al., 2011). Con
esto en consideracion, en este proyecto todas las comparaciones se han hecho DAlo a DAlo,
aun cuando también se ha incluido el merge.

Todas las co-localizaciones fueron verificadas en el canal para Hoechst, de tal forma que los
falsos positivos por superposicion nuclear en los planos de corte, o también debidos a
impurezas fluorescentes o a autofluorescencia, fueran descartados.

4.6 ANALISIS DE DATOS Y ESTADISTICA

Se realiz6 una descripcion cualitativa para la distribucién regional de la marcacién por
inmunofluorescencia de caspasa 3 clivada (Casp3) en cada tiempo de cultivo. En aquellas
regiones en las que se obtuvo un registro confiable de los cambios en la IR para casp3 se
evaluo la co-localizacion con NeuN.

El andlisis cuantitativo para la marcacion de casp3 se realiz6 sobre mediciones de area
nuclear planimétrica, inmunorreactividad y densidad celular, comparando estas medidas entre
los diferentes tiempos de cultivo para cada grupo experimental de sujetos (trauma y control),

26



y también entre los grupos experimentales de sujetos para cada tiempo particular de cultivo.
En este analisis se emplearon las pruebas paramétricas ANOVA de Fisher con prueba post-
hoc de Scheffé y ANOVA de Welch con prueba post-hoc de Games-Howell, para datos
homocedasticos y heterocedasticos respectivamente. Cuando los datos no cumplieron el
principio de normalidad se empled la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida de
multiples comparaciones con la prueba U de Mann-Whitney con ajuste de Bonferroni para el
nivel de significancia. Las pruebas de Kolmogorov-Smirnov y de Levene fueron empleadas
para corroborar normalidad y homocedasticidad en los datos, respectivamente. Los valores
de correlacion se evaluaron empleando los coeficientes de Pearson y de Spearman. Como
medida para el tamafio del efecto experimental se empleé n? en pruebas paramétricas. Para
todas las pruebas estadisticas se establecié un nivel de significancia a=0.05. Los resultados
se expresaron como la media del grupo + SEM (error estandar de la media, por sus siglas en
inglés). Los analisis cuantitativos se llevaron a cabo en los programas STATISTICA 8.0 y
GNU Octave 3.2.4.
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5. RESULTADOS

5.1 OBSERVACIONES CLINICAS

Todos los 12 biomodelos que recibieron el impacto desde 1.55 m de altura sobrevivieron al
trauma y no presentaron fractura de craneo. Después de 4 segundos post-impacto ningun
animal evidencié apnea; este fue el tiempo aproximado transcurrido desde el momento del
impacto hasta el momento en que el animal es ingresado a la camara de anestesia para
mantenimiento y monitoreo, por lo tanto, es posible que se hayan presentado eventos de
apnea pero con duraciones menores a 4 segundos. Los biomodelos exhibieron un patrén
irregular de respiracion post-impacto con duracion de entre 5 y 15 minutos. No presentaron
convulsiones dentro de los 40 minutos de monitoreo post-lesion y tampoco manifestaron
signos de decorticacion. Después de la recuperacion de la anestesia, periodo que tuvo una
duracién promedio de 10 minutos (tiempo un poco mayor para el grupo trauma en
comparacion con el grupo control), los biomodelos despertaron completamente y en ninguno
se evidencié déficit motor, sin embargo, algunos pocos casos presentaron hipoactividad. Las
anteriores caracteristicas permitieron clasificar la lesion generada por nuestro modelo, como
moderada.

5.2 OBSERVACIONES HISTOPATOLOGICAS MACROSCOPICAS

Los cerebros de los animales sometidos al impacto lucieron normales sin signos de contusion
o de lesiones focales. Los cerebros no cultivados (0O h de cultivo), los cuales se extrajeron
después del proceso de perfusion intracardiaca de fijador, no evidenciaron ningun tipo de
hemorragia. En los cerebros destinados al cultivo no fue posible verificar la presencia de
hemorragias epidurales, subdurales o subaracnoideas, pues el proceso de extraccién sin
previa perfusiébn no es apto para este tipo de observaciones. Sin embargo, las hemorragias
intraventriculares aln pueden ser detectadas en estos cerebros y de hecho fueron
evidenciadas en dos de ellos.

5.3 RESULTADOS CUALITATIVOS

A continuacion se relatardn las principales observaciones para la inmunofluorescencia de
caspasa 3 clivada, referida como Casp3. A menos que se especifique lo contrario, el empleo
de los sustantivos inmunorreactividad (IR) o marcacion, en la presente seccion, haran
siempre alusién a Casps3.

Notas anatémicas

Cuando se haga referencia a los sectores CA3 e Hilus del hipocampo, se adoptard la
convenciéon seguida por Paxinos (Paxinos, 2004), donde el sector CA3 incluye la porcién
terminal de la capa piramidal hipocampal que se inserta dentro de los brazos formados por la
capa granular del giro dentado. El Hilus, o capa polimérfica del giro dentado, es el sector en
forma de V encerrado por los brazos ya mencionados (también con forma de V). A su vez el
Hilus encierra la porcion terminal de CA3. Si bien el limite exacto entre los asi definidos CA3
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e Hilus puede no ser facil de determinar con las marcaciones empleadas de NeuN o de
Casp3, seguir esta convencion evita emplear el nombre de Hilus para referirse también a la
porcion terminal de CA3 que claramente puede ser identificada como capa piramidal (para
una mayor discusion sobre este temay su relacion con el término CA4, ver Paxinos, 2004).

El uso de los adjetivos de relacion espacial: medial y ventral, en alusion al hipotdlamo, se
usaran para designar regiones generales en esta estructura, en lugar de areas definidas con
base en la organizaciébn de grupos celulares o de propiedades fisiologicas. Asi, con
hipotalamo ventral, en direccién rostro caudal, se hara referencia a las regiones Predptica,
Anterior, Tuberal y Mamilar, con proximidad a los limites inferiores de la estructura; mientras
que con el término hipotdlamo medial, se hara referencia a las zonas conocidas como
Periventricular y Medial.

De similar manera el término corteza dorsomedial hara referencia a la corteza del Cingulo;
mientras que corteza ventral hard referencia a las regiones de la corteza limitadas
superiormente por una linea imaginaria trazada casi que horizontalmente a nivel de la fisura
rinal. La corteza ventral asi definida (y para el rango bregma: 3.00 mm, -4.44mm, empleado
en este proyecto), se referird principalmente a la corteza Piriforme, pero también incluird
corteza de transicién, corteza Peri-amigdalina y corteza Entorrinal Dorsolateral.

Las anteriores convenciones se adoptaron para facilitar la descripcion del patrén de
inmunorreactividad para Casp3.

TIEMPO OH DE CULTIVO

Trauma

Los cerebros que fueron fijados inmediatamente se cumplié el periodo post-trauma de 48
horas presentaron dos tipos de marcacion para Casp3 de facil distincion entre si. Una de
estas marcaciones llamé en especial la atencidén por estar presente en practicamente todas
las regiones de los cortes coronales (figura 5.1), entre ellas, la corteza cerebral, la sustancia
blanca, los nucleos de la base, el tAlamo, el septum, la habénula, el tubérculo olfatorio, el
hipotadlamo, la amigdala, el hipocampo y el quiasma y tractos Opticos (aunque en estas
ltimas dos estructuras la marcaciéon fue menos evidente). Esta marcacion se caracterizé por
una fluorescencia intensa, por estar muy bien circunscrita a ndcleos circulares de pequefio
diametro (figura 5.2 y figura 5.3), y por no co-localizar con NeuN (figura 5.4 y figura 5.5).
Nosotros nos hemos referido a esta marcacion como “IR tipo puntos”.

Cualitativamente se aprecié una mayor densidad de la IR tipo puntos en el hipotalamo ventral,
en la habénula y en el cuerpo calloso (figuras 5.1, D, F y G respectivamente), mientras que la
capsula interna presenté una baja densidad. Para las demas regiones no fue facil apreciar a
simple inspeccion diferencias en este pardmetro.

El segundo tipo de marcacion para Casp3 presentd una menor fluorescencia (bastante

menor) en comparacion con la marcacion tipo puntos (figura 5.1, I-L). Esta fue también una
marcacion nuclear pero circunscrita, en términos generales, a ndcleos de mayor tamafio que
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los de la IR tipo puntos (figura 5.2), y ademas se caracteriz6 por co-localizar con NeuN (figura
5.5). Nosotros nos hemos referido a esta marcacion como “IR tipo neurona”.

A las Oh de cultivo el hipocampo fue la Gnica region con una marcacion tipo neurona
facilmente detectable. Dentro de esta estructura, el Giro Dentado y CA2 presentaron una
mayor IR aparente, seguidos de CA3 y CALl (figura 5.1, I-L). En sectores como el estriado, el
talamo, la habénula, la corteza cerebral (particularmente en regiones ventrales), el tubérculo
olfatorio, la amigdala y en el hipotdlamo (regiones medial y ventral), también se pudo registrar
IR tipo neurona. En estos casos la marcacion se restringié a areas discretas y pequefias con
una sefal de fluorescencia bastante débil (figura 5.6).

Control

Las muestras pertenecientes al grupo control también presentaron los dos tipos de marcacion
para Casp3 descritos para el grupo trauma. Sin embargo, en este caso los niveles de
fluorescencia para ambos tipos de marcacion se apreciaron disminuidos, y de manera muy
notoria para la IR tipo puntos (figura 5.7). A parte del anterior hecho, las marcaciones
exhibieron las mismas caracteristicas que las del grupo trauma, esto es, una menor
fluorescencia de la IR tipo neurona en comparacién con la IR tipo puntos; para la IR tipo
puntos: localizacion nuclear con nucleos de menor tamafio asociados (figura 5.8); no co-
localizacién con NeuN (figura 5.9); vy, distribucién amplia por todas las regiones de los cortes
coronales, evidenciandose una mayor densidad en la region ventral del hipotalamo, en la
habénula y en el cuerpo calloso (figuras 5.7, D, F y G, respectivamente), y una baja densidad
en la capsula interna. Para la IR tipo neurona: localizacion nuclear con nucleos de mayor
tamafio asociados (figura 5.8); co-localizacion con NeuN (figura 5.9); e IR detectable en el
hipocampo, donde la marcacién para CA3 y CA1 fue muy baja mientras que el Giro Dentado
y CA2 evidenciaron niveles cualitativos semejantes.

A diferencia del grupo trauma, en el grupo control no se pudo detectar IR tipo neurona en
regiones diferentes al hipocampo.

TIEMPOS CULTIVADOS

Todos los tejidos cultivados se caracterizaron por presentar autofluorescencia de capilares,
fendmeno mas acentuado en la banda de emisién del Alexa Fluor 488 (verde) utilizado para
el marcaje de Casp3, y menos critico en la banda de emisién del Alexa Fluor 594 (rojo)
empleado para el marcaje de NeuN (en la banda de emision del Hoechst no autofluorescen
los capilares). Este hecho se vio favorecido por la imposibilidad de emplear la perfusion
intracardiaca en los biomodelos destinados al cultivo.

Las marcaciones para caspasa 3 que denominamos “IR tipo puntos” e “IR tipo neurona”,
conservaron a lo largo de los diferentes tiempos del cultivo sus dos caracteristicas distintivas,
esto es, localizacion circunscrita a nucleos circulares de pequefio diametro y no co-
localizaciébn con NeuN para la IR tipo puntos; y, localizacion circunscrita a nucleos de
diametro mas grande co-localizados con NeuN para la IR tipo neurona. Esto fue soporte
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suficiente para continuar empleando los calificativos tipo punto y tipo neurona a lo largo del
proyecto.

Tiempo 2h de cultivo

Trauma

En términos generales la marcacion tipo puntos para Casp3 luci6 méas débil (menos
fluorescente) y de menor didmetro (mas punteada) a partir de las 2h de cultivo. Su densidad
se aprecio cualitativamente disminuida en regiones como el hipotalamo, el tadlamo y el
hipocampo, mientras que en la habénula, el estriado y el tubérculo olfatorio parecio
conservarse. En la corteza cerebral la distribucién de esta marcaciéon siguié siendo amplia
entre todas las laminas pero con niveles de fluorescencia diferenciales. En la corteza ventral,
todas las ldminas mostraron niveles de fluorescencia similares y relativamente altos; en las
regiones laterales y dorsales de la corteza solo la lamina | conservo niveles de fluorescencia
parecidos a las regiones ventrales, el resto de laminas exhibié una fluorescencia mucho mas
débil. La excepcion a esta caracteristica observada para la ldmina | se presenté en la corteza
dorsomedial, donde practicamente perdio toda su IR tipo puntos.

La marcacion tipo neurona para Casp3 parecid mostrar un incremento respecto de las Oh de
cultivo en el hipocampo, en CA3, CA2 y CAl. En el giro dentado este incremento no fue
evidente, mas bien alli la marcacién lucié algo similar, o incluso menor, a la del grupo trauma
de las Oh. En el hipocampo, y a diferencia de las Oh, se presentdé también este tipo de
marcacion para Casp3 en algunas neuronas del Hilus. La IR tipo neurona se registré también
en otros sectores como el estriado, el talamo, la habénula, la corteza cerebral
(particularmente en regiones ventrales), el tubérculo olfatorio, la amigdala y en el hipotalamo
(medial y ventral). La marcacion en la mayoria de estos casos estuvo restringida a areas
discretas con una sefial de fluorescencia mucho menor a las registradas en el hipocampo.

Control

La inmunofluorescencia para los tejidos del grupo control lucié en términos generales muy
similar a la del grupo trauma; por ello cualitativamente resulté muy dificil establecer
diferencias entre estos dos grupos experimentales. Esto fue muy opuesto a lo observado para
las Oh de cultivo, donde a simple inspeccion se podia distinguir cual muestra pertenecia al
grupo control y cuél al de trauma tan solo por la relacion cualitativa sefial/background
(contrastar figuras 5.1y 5.7).

La IR tipo puntos se aprecié disminuida en las mismas regiones que para el grupo trauma,
esto es, en el hipotadlamo, el tdlamo y el hipocampo, pero adicionalmente también en el
cuerpo calloso. En la habénula, el estriado y el tubérculo olfatorio la densidad parecio
conservarse. En la corteza cerebral, y al igual que para el grupo trauma, la distribucién de
esta marcacion siguié siendo amplia entre todas las laminas con niveles de fluorescencia
diferenciales. En las regiones ventrales de la corteza, todas las laminas mostraron niveles de
fluorescencia similares y relativamente altos; en las regiones laterales y dorsales de la
corteza solo la ldmina | conservo niveles de fluorescencia parecidos a las regiones ventrales,
el resto de laminas exhibi6é una fluorescencia mucho mas débil. De nuevo la excepcion a esta
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caracteristica observada para la ldmina | se presentd en la regién dorsomedial, donde
practicamente perdié toda su IR tipo puntos.

En el hipocampo la marcacion tipo neurona para Casp3 parecid mostrar un incremento
respecto de las Oh. Dicho aumento en este tipo de IR esta vez, y a diferencia del grupo
trauma, incluyo ademas de CA3, CA2 y CAl, al giro dentado. Asimismo algunas neuronas del
Hilus mostraron inmunorreactividad. A las 2h de cultivo también se registro IR tipo neurona en
sectores como el estriado, el tdlamo, la habénula, la corteza cerebral (particularmente en la
corteza piriforme), el tubérculo olfatorio, la amigdala y en el hipotalamo (medial y ventral). La
marcacion en la mayoria de estos casos estuvo restringida a areas discretas con una sefial
de fluorescencia mucho menor a las registradas en el hipocampo, sin embargo, la
detectabilidad en estas areas discretas fue un poco mas alta que para el grupo trauma.

Tiempo 4h de cultivo

Trauma

Para las 4h de cultivo la IR tipo puntos sufri6 una muy notoria disminucion. En la corteza
cerebral practicamente desaparecié de todas las laminas corticales, con excepcion de la
lamina I, con niveles de fluorescencia relativamente altos. De igual forma solo la lamina | del
tubérculo olfatorio conservé la marcacion. También se registro perdida en esencia total para
este tipo de marcacion en el septum, el talamo, el hipotalamo medial, el hipocampo y la
capsula interna. En la region dorsomedial del estriado (que limita con los ventriculos
laterales), quedaron algunos vestigios de esta marcacion, sin embargo en el resto de la
estructura fue casi nula. En la habénula, la IR tipo puntos se redujo considerablemente en los
sectores laterales, quedando casi que restringida solo al nicleo medial. En el cuerpo calloso,
si bien no hubo pérdida total de la marcacion, si se evidencioé un decremento significativo. En
el hipotalamo ventral la IR tipo puntos parecio conservarse.

CA2 y CALl, en el hipocampo, presentaron niveles similares de IR tipo neurona, y a su vez
mayores que en el giro dentado y CA3. Cualitativamente solo en el giro dentado se pudo
apreciar una disminucion significativa de la IR tipo neurona en comparacién con las 2h de
cultivo, mientras que el Hilus presenté un aumento en esta inmunorreactividad. Por fuera del
hipocampo la IR tipo neurona se incrementd particularmente en regiones ventrales del tejido
nervioso, como el hipotdlamo, el tubérculo olfatorio, la amigdala y la corteza piriforme, donde
los niveles de inmunofluorescencia fueron en ocasiones comparables a los del hipocampo,
aunqgue restringidos a areas discretas. También presentaron este tipo de IR el estriado, el
talamo, la habénula y las regiones lateral y dorsal de la corteza cerebral, aunque en zonas de
muy pequefia extension y siempre con baja fluorescencia.

Control

La IR tipo puntos en la corteza cerebral y el tubérculo olfatorio de los controles practicamente
desapareci6 de todas las ldminas con excepcién de la I, de manera similar al grupo trauma.
Regiones como el septum, el talamo, el hipotalamo medial, el hipocampo y la sustancia
blanca, presentaron un decremento alto en esta marcacibn mas no una desaparicion total
como se vio para algunas de estas regiones en trauma. En la region dorsomedial del estriado
se pudieron apreciar remanentes de la IR tipo puntos, pero en los demas sectores la
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marcacion fue dificilmente detectable. En la habénula, solo el nucleo medial parecio
conservar la marcacién, al igual que la regién ventral del hipotalamo.

La IR tipo neurona mantuvo las mismas caracteristicas descritas para el grupo control, con
tan solo un poco mas de IR aparente en las regiones ventrales del tejido nervioso
(hipotalamo, tubérculo olfatorio, amigdala y corteza piriforme).

Tiempo 6h de cultivo

Trauma

Transcurridas 6h de cultivo tan solo el nicleo medial de la habénula, la regién ventral del
hipotalamo y las laminas | de la corteza cerebral y del tubérculo olfatorio presentaron IR tipo
puntos. En las demas regiones esta marcacion para Casp3 desaparecio. La densidad de la IR
tipo puntos en el ndcleo medial de la habénula y la ldmina | del tubérculo olfatorio lucié
menor, mientras que en los demas sectores mencionados parecié no haber cambiado mucho
con respecto a las 4h de cultivo.

En el hipocampo, la IR tipo neurona parecié haber conservado los mismos niveles que a las
4h de cultivo. Por fuera del hipocampo este tipo de marcaciéon solo se detecté en el
hipotalamo, con una evidente disminucién en la densidad celular.

Control

Cualitativamente no se pudieron establecer diferencias entre la inmunofluorescencia para

Casp3 de las muestras pertenecientes al grupo control y las pertenecientes al grupo trauma.
Las mismas caracteristicas descritas para el grupo trauma aplican en este item.
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Figura 5.1. Trauma Oh cultivo. Inmunorreactividad para Casp3 “tipo puntos” (A-L) y “tipo neurona” (I-L). La IR tipo
puntos, de intensa fluorescencia, se localiza practicamente en todas las regiones del cerebro; en la gréafica se
muestran algunos ejemplos representativos. La IR tipo neurona, de baja fluorescencia, se detecta facilmente en la
capa piramidal y granular del hipocampo (I-L); las flechas sefialan ejemplos tipicos de esta marcacién que se
encuentran en la capa granular del giro dentado y en las capas piramidales de CA2, CA3 y CAl. CtxL, corteza
lateral; Estr, estriado; Tal, talamo; HipV, region ventral del hipotdlamo; Sept, septum; Hab, habénula; CC, cuerpo
calloso; fi, fimbria del hipocampo; GD, giro dentado. Objetivo 20x; barra 150 pm.
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CA2

Hoechst

Figura 5.2. Trauma Oh cultivo. Marcacién nuclear de Casp3. Las flechas macizas sefialan algunos ejemplos de IR
tipo neurona,; las flechas huecas sefialan algunos ejemplos de IR tipo puntos. Los dos tipos de IR se circunscriben
al area nuclear. En general los nucleos de las células con IR tipo puntos son méas pequefios que los de las células
con IR tipo neurona. Solo en el giro dentado los ndcleos para ambos tipos de IR parecieran ser de similar tamafio.
En la gréfica solo se muestra un ejemplo representativo del hipocampo, no obstante, la marcacion nuclear de
Casp3 es una caracteristica de todas las regiones del tejido. Objetivo 40x; barra 100 pm.

Figura 5.3. Trauma Oh cultivo. Marcacién nuclear de Casp3 en cuerpo calloso. En el cuerpo calloso solo esta
presente la IR tipo puntos y su ubicacidon 100% nuclear (co-localizacion con Hoechst) permite descartar la
asociacion de esta marcacion con algun tipo de proceso celular. En el cuerpo calloso, asi como también en la
capsula interna y capsula externa, puede encontrarse IR tipo puntos asociadas a nicleos achatados no circulares.
Obijetivo 40x; barra 100 pm.
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Figura 5.4. Trauma Oh cultivo. Co-localizacion Casp3 y NeuN para IR tipo puntos. En términos generales la
marcacion tipo puntos no co-localiza con NeuN. En la grafica se muestran algunos ejemplos representativos.
Apuntador azul: co-localizaciones positivas; apuntador blanco: co-localizaciones falsos positivos, debidas a
sobreposicion de nucleos (verificadas por marcacion con Hoechst); apuntador negro: suciedad fluorescente. CtxL,
corteza lateral; Tal, talamo; HipV, region ventral del hipotdlamo; Sept, septum; Estr, estriado. Barra Estr 200 pm
(20x), barra otros 100 pm (40x).

Casp3 NeuN Merge

CA2

Figura 5.5. Trauma Oh cultivo. Co-localizacion Casp3 y NeuN en hipocampo. Las flechas macizas sefialan algunos
ejemplos de IR tipo neurona; las flechas huecas sefialan algunos ejemplos de IR tipo puntos. En el hipocampo la
marcacion de NeuN permite delimitar bien la capa piramidal del Cornu Ammonis (en la figura solo se muestra CA3
y CA2 a manera de ejemplo) y la capa granular del giro dentado (GD). La IR tipo neurona co-localiza con NeuN
(de alli el nombre otorgado) ubicandose dentro de estas mismas capas. En ocasiones es posible encontrar IR tipo
neurona que no co-localiza con NeuN (flechas azules), pero en el presente proyecto estos casos fueron muy raros.
La IR tipo puntos también puede presentarse al interior de las capas piramidal y granular, aunque en este caso la
co-localizacion con NeuN fue un evento muy escaso. Objetivo 40x: CA3 y CA2; Objetivo 20x: GD.
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Figura 5.6. Trauma Oh cultivo. IR tipo neurona en regiones diferentes al hipocampo. Empleando el objetivo base
de trabajo (20x, ver 84.5) no fue facil detectar la IR tipo neurona para Casp3 en regiones diferentes al hipocampo;
esto debido a la muy baja fluorescencia que presentaron estos casos. Para la grafica se ha escogido como
ejemplo una de las imagenes donde la IR tipo neurona es mas notoria, registrada por fuera del hipocampo. Los
apuntadores sefialan algunos ejemplos de este tipo de inmunorreactividad para la region tuberal del hipotadlamo.
Otros sectores como el estriado, el tAlamo, la habénula y la corteza cerebral, también presentan este tipo de IR
aunque con ain una menor fluorescencia.
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Figura 5.7. Control Oh cultivo. Inmunorreactividad para Casp3 “tipo puntos” (A-L) y “tipo neurona” (I-L). La IR tipo
puntos se localiza practicamente en todas las regiones del cerebro; en la grafica se muestran algunos ejemplos
representativos. La IR tipo neurona se detecta en el hipocampo (I-L); las flechas sefialan ejemplos tipicos de esta
marcacion que se encuentran en la capa granular del giro dentado y en las capas piramidales de CA2, CA3 y CAL.
Notese como ambos tipos de marcacion estan mucho mas enmascaradas por la autofluorescencia del tejido en
comparacioén con el grupo trauma (figura 5.1), lo que da cuenta de una menor expresion subcelular de Casp3 en
estos controles. CtxL, corteza lateral; Estr, estriado; Tal, talamo; HipV, region ventral del hipotadlamo; Sept, septum;
Hab, habénula; CC, cuerpo calloso; fi, fimbria del hipocampo; GD, giro dentado. Objetivo 20x; barra 200 pum.



Figura 5.8. Control Oh cultivo. Marcacién nuclear de Casp3. En el giro dentado (GD) las células granulares
presentan la marcacion para Casp3 que hemos denominado IR tipo neurona. En corteza ventral (CtxV) y cuerpo
calloso (CC) se aprecia la marcacion para Casp3 que hemos denominado IR tipo puntos (las flechas huecas
sefialan algunos ejemplos). Los dos tipos de IR se circunscriben al area nuclear. En general los nucleos de las
células con IR tipo puntos son mas pequefios que los de las células con IR tipo neurona. En la grafica solo se
muestra un ejemplo representativo del hipocampo, corteza y cuerpo calloso, no obstante, la marcacion nuclear de
Casp3 es una caracteristica de todas las regiones del tejido. Objetivo 40x; barra 100 pm.
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Figura 5.9. Control Oh cultivo. Co-localizacién Casp3 y NeuN. La IR tipo neurona, detectable en el hipocampo (en
la capa piramidal del Cornu Ammonis y la capa granular del giro dentado), co-localiza con NeuN (de alli el nombre
otorgado). En la gréafica se presenta un ejemplo representativo de esta marcacion para el giro dentado (GD). La IR
tipo puntos no co-localiza con NeuN. En la gréfica se presenta un ejemplo representativo de esta marcacion para
la corteza lateral (CtxL) y el estriado (Estr). Apuntador negro: suciedad fluorescente. Objetivo 40x: GD y CtxL,
barra 100 um; objetivo 20x: Estr.
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Figura 5.10. Caracteristicas de la IR tipo puntos e IR tipo neurona a lo largo del cultivo. En la gréfica se muestran
ejemplos representativos de la IR tipo puntos (A) y la IR tipo neurona hipocampal (B) para las diferentes horas de
cultivo en trauma. Las flechas indican IR tipo puntos al interior de las capas piramidales y permiten comparar el
tamafio de esta marcacion con la IR tipo neurona. La IR tipo puntos y la IR tipo neurona mantienen sus
caracteristicas distintivas a lo largo de todo el cultivo, esto es, marcacién circular de menor didmetro y no co-
localizacién con NeuN para la IR tipo puntos; y, marcacion de mayor diametro y co-localizacion nuclear con NeuN
para la IR tipo neurona. La autofluorescencia de capilares se aprecia para los tejidos en cultivo. En la grafica se ha
manipuDAlo el contraste de las imagenes para facilitar la evaluacion de la co-localizacién. CtxD, corteza dorsal;
La, nucleo lateral de la amigdala; DEn, nucleo dorsal endopiriforme; Estr, estriado; CtxDL, regién dorsolateral de la
corteza.



Figura 5.11. IR tipo neurona en sectores diferentes al hipocampo a lo largo del cultivo. En general la IR tipo
neurona por fuera del hipocampo exhibié a lo largo del cultivo una muy baja fluorescencia que dificultdé su
deteccion. En la gréfica, se muestran algunos ejemplos representativos en trauma sometidos a alto contraste para
facilitar la visualizacion. Notar que en las imagenes de alto contraste para Casp3 se hace imposible distinguir la IR
tipo puntos de la tipo neurona (en Oh el contraste se hizo moderado); tal distincion se efectiia en las imagenes
originales. Las cabezas de flecha sefialan algunos ejemplos de la marcacion tipo neurona. Tub, tubérculo olfatorio;
Hab, habénula; Tal, tAlamo; HipoM, hipotadlamo medial.
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Figura 5.12. Cambios en la marcacién de Casp3 a lo largo del cultivo. En la grafica se muestran algunos ejemplos representativos de los cambios globales
en la marcaciéon de Casp3 para trauma. Cualitativamente no parecen haber muchas diferencias con la evolucion de los controles. En la corteza
dorsomedial (CtxDM) a las 2h de cultivo la IR tipo puntos cae drasticamente para luego desaparecer a las 4h, mientras que a partir de este tiempo en el
resto de la corteza (Ctx) solo se presenta la marcacion en la lamina 1. En la habénula (Hab) la IR tipo puntos disminuye con el tiempo y desde las 4h solo
se localiza en el nicleo medial. En el estriado (Estr) y el tAlamo (Tal) la densidad de la IR tipo puntos a las 2h de cultivo parece no cambiar mucho, sin
embargo la marcacién luce de menor didmetro. En estas regiones a partir de las 4h esta marcacién desaparece. En el hipocampo la IR tipo puntos
después de 2h de cultivo se nota disminuida en nimero y en diametro; para las 4h practicamente desaparece. La IR tipo neurona en el hipocampo, como
se aprecia para el giro dentado (GD), muestra buena marcacion hasta las 2h de cultivo, y a partir de alli decrece con el tiempo.
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5.4 RESULTADOS CUANTITATIVOS

Las observaciones cualitativas permitieron establecer como blancos del analisis
cuantitativo a la IR tipo neurona, referida solo a las capas piramidal y granular del
hipocampo, y a la IR tipo puntos, referida al tejido nervioso en general.

La obtencion de registros confiables para los analisis cuantitativos de la IR tipo neurona
por fuera del hipocampo, se vio afectada por la dispersa y baja fluorescencia que en
términos generales presentd esta marcacion. Estas peculiaridades conllevan a mayores
tiempos de busqueda y enfoque para las areas de interés dentro del tejido, y asi a un
mayor deterioro inducido por photobleaching. Por tal motivo, la IR tipo neurona por fuera
del hipocampo fue omitida de estos andlisis.

En los graficos que en esta seccion se presentaran, las diferencias significativas se han
indicado con asteriscos sobre barras horizontales de comparacion entre grupos,
adoptando la siguiente convencion: p< 0.05; **, p< 0.01; ***, p< 0.001. El color verde
denota las comparaciones entre los grupos control; el color rojo denota las comparaciones
entre los grupos trauma; el color negro denota las comparaciones entre los grupos control
y trauma para un tiempo especifico de cultivo. El simbolo o sobre una linea de
sefializacion (pequefia linea vertical) de la barra de comparacioén indica el grupo que esta
siendo comparado, mientras las demas lineas de sefalizacion indican los grupos contra
los cuales se esta haciendo esta comparacion. Una sola marcacion de asterisco(s) sobre
la barra de comparacion (marcacién global) indica que ese valor de p cobija a todas las
comparaciones en mencion; valores diferentes de p se denotan entre paréntesis sobre la
respectiva linea de sefializacion, o sin paréntesis cuando no se hace uso de la marcacion
global.

5.4.1 Inmunorreactividad en el hipocampo para Casp3 y NeuN

Para el presente andlisis los cortes coronales a la altura del hipocampo se seleccionaron
de entre los bregmas -2.52 mm y -4.08 mm, empleando como referencia el atlas
estereotaxico (Paxinos & Watson, 2007).

La region de interés seleccionada para el sector CA2 se design6 como CA2-3 dada la
dificultad en establecer, con las marcaciones empleadas, el limite preciso entre CA2 y
CA3. Por ello se adoptdé como este limite al punto de inflexion de la capa piramidal de CA3
en su transicion hacia CA2. El limite CA2-CAl se determiné evaluando el cambio
morfolégico en la transiciéon de una estructura a la otra.

La autofluorescencia de capilares en la banda de emision del Alexa Fluor 488 (figura 5.12),
sonda empleada para el marcaje de Casp3, impidi6 obtener una medida fiable para la
inmunorreactividad de Casp3 en las capas piramidal y granular del hipocampo. Por esta
razon se hizo uso aqui de ensayos auxiliares de inmunohistoquimica (figura 5.13, A) y el
computo de IR por densidad Optica relativa (ver Materiales y Métodos 84.5.2). En la banda
de emisién del Alexa Fluor 594, sonda empleada para el marcaje de NeuN, se present6
una buena relacion sefal/background (figura 5.13, B), lo que permiti contrarrestar la
autofluorescencia de capilares simplemente con el proceso de correccion por background
(ver Materiales y Métodos §84.5.2).

47



Figura 5.13. Inmunohistoquimica e inmunofluorescencia empleada en el célculo de la inmunorreactividad en el
hipocampo. En la grafica se muestran ejemplos representativos de las diferentes horas de cultivo. A:
inmunohistoquimica para Casp3 (Tx: imagenes centradas en CA3; Ctrl: imagenes centradas en el giro
dentado; objetivo 4x). B: inmunofluorescencia para NeuN (imagenes de la cresta del giro dentado, objetivo
20x).

Inmunorreactividad para Casp3

Giro Dentado: las muestras de trauma experimentaron una disminucion en la expresion de
Casp3 conforme avanzé el tiempo de cultivo hasta las 4h. Entre las 4h y las 6h no se
presentd diferencia estadisticamente significativa. A las Oh la IR fue mas elevada en
comparacion con las 2h, 4h y 6h (p<0.05); a las 2h la IR fue mas elevada en comparacion
con las 4h y 6h (p<0.05). Los controles mostraron una dindmica algo diferente, con un
incremento en la expresion de Casp3 a las 2h de cultivo (p<0.05), y a partir de alli un
decaimiento en la IR (p<0.05) que estuvo por debajo de su valor a las Oh (p<0.05), y sin
diferencia significativa entre las 4h y las 6h. Respecto a los controles, la expresion de
Casp3 en trauma mostro diferencias estadisticamente significativas para las Oh (p<0.05) y
las 2h (p< 0.05) de cultivo.

CA3: las muestras de trauma exhibieron un incremento en la expresion de Casp3 a las 2h
de cultivo (p<0.05), y a partir de alli una disminucion en la IR (p<0.05) sin diferencias
significativas entre las 4h y 6h, ni tampoco con el nivel de expresion de Casp3 mostrado a
las Oh. Los controles mostraron la misma tendencia, con un aumento en la expresion de
Casp3 a las 2h de cultivo (p<0.05) y a partir de alli una disminucion en la IR; sin embargo
no presento diferencias significativas entre las 4h y 6h. A pesar de la tendencia de la IR al
decremento después de las 2h, esta, o bien fue mayor que a las Oh (comparacion con 4h,
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p<0.05) o no tuvo diferencias con el tiempo cero (comparacion con 6h). Respecto a los
controles, la expresiéon de Casp3 en trauma no mostré diferencias estadisticamente
significativas.

CAZ2-3: en este sector no se determinaron diferencias estadisticamente significativas para
los cambios en la expresién de Casp3, ni entre las muestras, tanto de los grupos trauma
como de los grupos control, para los diferentes tiempos de cultivo, ni tampoco entre
trauma y control para cada tiempo particular. No obstante, tanto las muestras de trauma
como las de control exhiben una tendencia similar de aumento en la expresion de Casp3 a
las 2h de cultivo, seguido de una disminucion en la Casp3-IR para las 4h y 6h, la cual
continua siendo en promedio similar a los niveles de IR para las Oh.

CALl: las muestras de trauma exhibieron un incremento en la expresion de Casp3 a las 2h
de cultivo (p<0.05), y a partir de alli una disminucién en la IR (p<0.05) sin diferencias
significativas entre las 4h y 6h, ni tampoco con el nivel de expresion de Casp3 mostrado a
las Oh. Los controles mostraron la misma dinamica, con un aumento en la Casp3-IR a las
2h (p<0.05) y a partir de alli una tendencia al decrecimiento; sin embargo, no asocio
diferencias significativas. A pesar de esta tendencia, la expresiéon de Casp3 después de
las 2h continua siendo mayor a la calcuDAla para las Oh (p<0.05). Respecto a los
controles, la expresién de Casp3 en trauma presento diferencias a las Oh, las 2h y las 6h
de cultivo (p<0.05).

El grado de similitud de las variaciones en la expresién de Casp3 entre los diferentes
sectores del hipocampo fue evaluado mediante los coeficientes de correlacion de Pearson
y de Spearman. Ambos coeficientes se computaron sobre los valores promedio de IR que
se muestran en la figura 5.14 (Tabla 5.1). Este analisis mostr6 que los grupos control en el
giro dentado y CA2-3 comparten una dinamica similar en la expresion de Casp3 a lo largo
del cultivo (r=0.94, rs=1.00); asimismo los grupos control en CA3 y CA1l (r=0.96, rs=1.00)
(figura 5.15, A). Por su parte, para las muestras del grupo trauma, solamente en el giro
dentado se evidencié una dinamica distinta en la Casp3-IR; en el resto de sectores las
correlaciones fueron altas (figura 5.15, B).
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Figura 5.14. Inmunorreactividad, por densidad Optica relativa, para Casp3 en la capa piramidal y granular del
hipocampo.
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Tabla 5.1. Matriz de coeficientes de correlacion para los valores promedio de Casp3-IR en el hipocampo. r:
coeficiente de Pearson; rs: coeficiente de Spearman. El empleo de ambos coeficientes permite evaluar
simultdneamente relaciones lineales (Pearson) y monotdnicas (Spearman) entre los cambios en la expresion

TX GD CA3 CA2-3 CAl
GD r=-0.378 r=0.236 r=
1.00 r=-0.20 rs= 0.40 0.054
r-=-0.40
CA3 r=-0.378 r=0.778 r=
r=-0.20 1.00 rs=0.80 0.892
r= 0.80
CA2-3 r=0.236 r=0.778 r=
r<= 0.40 r<= 0.80 1.00 0.895
r= 0.40
CAl r=0.054 r=0.892 r=0.895 1.00
re=-0.40 r-= 0.80 rs= 0.40 )
Ctrl GD CA3 CA2-3 CA1l
GD r=0.365 r=0.940 r=
1.00 r= 0.40 r=1.00 0.205
rs= 0.40
CA3 r=0.365 r=0.636 r=
rs= 0.40 1.00 r= 0.40 0.965
rs= 1.00
CA2-3 r=0.940 r=0.636 r=
rs= 1.00 r= 0.40 1.00 0.466
rs= 0.40
CAl r=0.205 r=0.965 r=0.466 1.00
rs= 0.40 rs= 1.00 r= 0.40 )

de Casp3 en el hipocampo.

CA3

Figura 5.15. Diagramas de dispersion para la Casp3-IR entre las areas del hipocampo con mayor similitud en
su dindmica. A: grupo control; B: grupo trauma. r: coeficiente de Pearson; rs: coeficiente de Spearman.
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Inmunorreactividad para NeuN

Giro Dentado: las muestras de trauma exhibieron un decrecimiento gradual en la NeuN-IR
conforme avanzé el tiempo de cultivo, decrecimiento que para las 4h se hizo significativo
con respecto al tiempo cero (p<0.001). La NeuN-IR a las 2h fue mas elevada que a las 4h
(p<0.01), y esta a su vez mas elevada que a las 6h (p<0.05). Los controles presentaron la
misma reduccién en la IR con el aumento del tiempo de cultivo, y al igual que trauma, las
primeras 2h no mostraron diferencias significativas respecto de las Oh; estas diferencias se
establecieron transcurridas 4h de cultivo (p<0.05). Entre las 4h y las 6h, los controles
registraron una disminucién en la IR promedio; sin embargo los analisis no estimaron
significativa esta diferencia. Respecto a los controles, la expresion de NeuN en trauma
mostrdé una reduccién significativa (del 27%) solo para las Oh (p<0.05), aunque para los
demas tiempos de cultivo también mantuvo en promedio un valor mas bajo.

CA3: la disminucion en la NeuN-IR con el aumento del tiempo de cultivo fue una
caracteristica compartida entre todas las regiones del hipocampo. En las muestras de
trauma para CA3, a las 2h de cultivo se presenté una pérdida de NeuN-IR del 20%
(p<0.05). El paso de las 2h a las 4h significo el cambio més abrupto en la merma de IR
para NeuN; a las 4h trauma exhibié una pérdida del 80% de la NeuN-IR respecto de la
exhibida a las 2h (p<0.001). El nivel de IR alcanzado a las 4h se mantuvo hasta las 6h de
cultivo. Los controles presentaron un decremento similar a las muestras de trauma en la
NeuN-IR, sin embargo, en las primeras 2h aunque el promedio caydé un 15%, esta
diferencia no resulto significativa. A las 4h la perdida de NeuN-IR fue del 82% respecto de
las 2h (p<0.001). Al igual que para trauma, los niveles bajos de IR alcanzados a las 4h se
mantuvieron hasta las 6h. Respecto a los controles, la expresion de NeuN en trauma
mostrd una reduccion significativa (del 25%) solo para las 2h (p<0.05); no obstante, a las
Oh la NeuN-IR para trauma resulté en promedio 19% mas baja que el control.

CA2-3: las muestras de trauma en las primeras 2h de cultivo no registraron diferencias
significativas en la IR para NeuN. A las 4h la expresion cayé un 70% respecto de las 2h
(p<0.01), nivel que se mantuvo sin cambios significativos hasta las 6h de cultivo. Los
controles exhibieron la misma dinamica que los tejido con trauma en la NeuN-IR, con una
reduccién a las 4h de cultivo del 73% respecto de las 2h (p<0.01). Respecto a los
controles, las muestras de trauma no mostraron diferencias estadisticamente significativas
para ningun tiempo de cultivo; sin embargo, durante las 2 primeras horas la IR promedio
de los controles estuvo por encima de la de los tejidos con trauma.

CAL: las muestras para trauma mostraron una reduccién promedio del 20% de NeuN-IR a
las 2h de cultivo; sin embargo, no resultd estadisticamente significativa esta diferencia. La
pérdida de IR a las 4h fue del 71% respecto de las 2h (p<0.001), y se mantuvo asi hasta
las 6h de cultivo. En los controles, a las 2h de cultivo la IR descendié 30% (p<0.05), y
luego a las 4h descendid 73% respecto del tiempo anterior (p<0.01); a las 6h la IR se
mantuvo en los mismos niveles de las 4h. Respecto a los controles, la expresion de NeuN
en trauma mostré una reduccion significativa (del 22%) solo para las Oh (p<0.05). Es de
notar que, aunque sin significancia estadistica, para las 2h el nivel promedio en la IR de
los tejidos traumatizados estuvo un 11% por debajo de los controles.
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Figura 5.16. Inmunorreactividad, por valor de pixel, para NeuN en la capa piramidal y granular del hipocampo.
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Las graficas se han ordenado de acuerdo con el nivel de expresién de NeuN para el tiempo Oh.

5.4.2 Area nuclear en el hipocampo

Los cambios morfolégicos que experimentan las células pueden ser indicadores del tipo de
procesos degenerativos subyacentes. Con esto en mente, y como complemento a los
andlisis de inmunorreactividad en el hipocampo, en este proyecto se evalu6 el cambio en
el tamafio nuclear para las células, medido como area nuclear planimétrica, de las capas
granular y piramidal. El conocimiento de este tipo de alteraciones se constituye en un
elemento més de juicio, no solo en el discernimiento del tipo de muerte dominante
(apoptosis 0 necrosis), sino también en la evaluacion de una potencial vulnerabilidad
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diferencial entre los diferentes sectores del hipocampo en el mantenimiento del cultivo
organotipico agudo.

A diferencia de la seccién anterior (85.4.1), aqui las medidas para la region de CA2 se
designan sin empleo del sufijo “(3)”, pues fueron tomadas en una distancia menor a 250
um por debajo del limite CA2-CAL, rango que se estima inferior a la extensién total de CA2
(Paxinos, 2004), y que por ende implica la seleccion solo de células de CA2.

Giro Dentado: tanto las muestras con trauma como los controles experimentaron una
reduccion en el tamafio nuclear conforme aumento el tiempo de cultivo. Para cada tiempo
particular el cambio en el area nuclear fue significativo respecto del tiempo anterior
(p<0.001). Al cabo de las 6h de cultivo, los tejidos con trauma experimentaron un
encogimiento nuclear del 41% respecto de las Oh (p<0.001); para los controles este
encogimiento fue del 45% (p<0.001). Respecto a los controles, las muestras con trauma
presentaron nicleos mas pequefios a las Oh (p<0.001, n?=0.087) y 6h (p<0.001, n?=0.033).
A las 2h los nucleos de trauma fueron mas grandes (p<0.001, n?=0.259).

CA3: tanto las muestras trauma como los controles experimentaron un encogimiento
nuclear en el cultivo, sin embargo, entre las 2h y las 4h no mostraron cambios en el
tamano nuclear, es decir, exhibieron una reduccién nuclear “discontinua”, primero a las 2h
(p<0.001) y luego a las 6h (p<0.001). Al cabo de las 6h de cultivo, los tejidos con trauma
sufrieron un encogimiento nuclear del 31% respecto de las Oh (p<0.001); para los controles
este encogimiento fue del 44% (p<0.001). Respecto a los controles, las muestras con
trauma presentaron nicleos mas pequefios a las Oh (p<0.001, n”=0.292); mientras que a
las 2h y 4h los nlcleos de trauma fueron mas grandes (p<0.001, n?=0.161; p<0.001,
n°=0.063, respectivamente).

CA2: debido a limitaciones en la disponibilidad de tejido, las medidas de area nuclear
tomadas para los controles en el sector de CA2 fueron menores que las de trauma y su
namero impedian realizar andlisis estadisticos. Por lo tanto, se reportan aqui solo los
resultados concernientes a las muestras con trauma. En CA2, y a diferencia de los demas
sectores del hipocampo, después de 4h de cultivo los ndcleos no manifestaron ningdn
cambio en su tamafio, tan solo hasta la 6h de cultivo se registr6 una reduccion
significativa, del 18% (p<0.01, n?=0.227), en el area nuclear de las muestras con trauma
respecto del tiempo Oh.

CALl: las muestras trauma experimentaron una reduccion en el tamafio nuclear conforme
aumento el tiempo de cultivo. Para cada tiempo particular el cambio en el area nuclear fue
significativo respecto del tiempo anterior (p<0.001). Al cabo de las 6h de cultivo, se
evidencié un encogimiento nuclear del 32% respecto de las Oh (p<0.001). Por su parte los
controles experimentaron un encogimiento nuclear alcanzadas las 2h de cultivo (p<0.001),
sin cambios adicionales para las horas posteriores. Respecto a los controles, las muestras
con trauma presentaron nicleos mas pequefios a las Oh y 6h (p<0.001, n°=0.084; p<0.001,
n°=0.045, respectivamente); mientras que a las 2h y 4h los nlcleos de trauma fueron mas
grandes (p<0.001, n?=0.064; p<0.01, n°=0.021, respectivamente).
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Area nuclear en CA2 y CA3

Entre las muestras con trauma, solo las correspondientes a CA2 y CA3 presentaron
nucleos de igual tamafio a las Oh de cultivo (p=0.54). Si se considera que las células de la
capa piramidal de CA2 son relativamente similares en tamafio a las de CA3 (Paxinos,
2004), podria resultar interesante mostrar la evolucién comparativa para el tamafio nuclear
de estas muestras (figura 6.18). Aunque inicialmente con iguales tamafios, una vez en el
cultivo los nucleos de CA3 sufren una reduccion en area significativa respecto de CA2
(p<0.001 para 2h, 4h y 6h; n?=0.068, n?=0.065, n?=0.107, respectivamente).
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5.4.3 Area nuclear para la IR “tipo puntos” de Caspasa-3 en tiempo Oh

Para la que hemos denominado IR tipo puntos en la expresion de la caspasa-3 (ver §5.3),
no se cuantifico el tamafio nuclear de las células positivas en cultivo, debido a que la
generalizada pérdida de esta marcacion en las diferentes regiones del tejido impidio
obtener los datos necesarios para tal fin. Por esta razén las comparaciones cuantitativas
de tamafo nuclear Unicamente se efectuaron en las muestras no cultivadas, es decir, el
tiempo Oh. Este tipo de analisis morfoldgico, sujeto a un solo tiempo fijo, puede brindar
pistas sobre la identidad de las células bajo estudio si se asume que el tamafio del nucleo
guarda relacién con el del citoplasma.

La obtencion de datos para el andlisis que aqui se presenta estuvo muy limitada por la
induccién de photobleaching: dada la amplia distribucion espacial de la IR tipo puntos, los
tejidos debieron ser expuestos a multiples sesiones de iluminacién con el objetivo de 40x
(ver Materiales y Métodos 84.5), que involucrando altas intensidades de la fuente causo el
deterioro rapido de las muestras. En los controles el efecto fue mas intenso debido a la
baja fluorescencia de la IR tipo puntos. Por lo anterior, solo pudieron ser seleccionadas
algunas pocas regiones para el andlisis, no obstante ello no significé algin detrimento en
las conclusiones emergentes.

Control: se calculd el area nuclear de la IR tipo puntos en el hipocampo, la corteza
cerebral, la habénula y el cuerpo calloso (figura 5.19, A). Estadisticamente, la IR tipo
puntos no mostro diferencia en el tamafio nuclear entre el hipocampo, la corteza cerebral y
la habénula. Sin embargo, los nucleos en el cuerpo calloso resultaron estadisticamente
mas pequefios que los del hipocampo y la corteza lateral (p<0.001), pero sin diferencias
con los nucleos de la habénula y de la corteza ventral.

Trauma: se calculd el area nuclear de la IR tipo puntos en el hipocampo, la corteza

cerebral, el septum, el estriado, el tubérculo olfatorio, el talamo, la region ventral del
hipotalamo y en el cuerpo calloso (figura 5.19, B). Por significancia estadistica emergieron
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dos grupos de regiones sin diferencias en tamafnos nucleares al interior de cada uno, pero
con diversas diferencias al ser comparadas entre ellos. El primero de estos grupos lo
conforman el hipocampo, la corteza dorsal, la corteza lateral, el septum y el estriado. El
segundo grupo, con nucleos mas pequefios, lo conforman el cuerpo calloso, la region
ventral del hipotalamo, el tdlamo y la corteza ventral. Como caso particular se encontré el
tubérculo olfatorio, regién que estadisticamente no presenta diferencias con ninguno de los
dos grupos. A continuacion se detallan las diferencias estadisticas encontradas para las
regiones con nucleos mas pequefios: el cuerpo calloso en comparaciéon con el hipocampo
(p<0.001), la corteza dorsal (p<0.01), la corteza lateral (p<0.001), el septum (p<0.001) y el
estriado (p<0.05); la region ventral del hipotdlamo en comparacién con el hipocampo
(p<0.001), la corteza dorsal y lateral (p<0.001), el septum (p<0.001) y el estriado (p<0.05);
el tAlamo en comparacion con CA3 (p<0.001) y CAl (p<0.05); y la corteza ventral en
comparacion con CA3y CAl (p<0.001) y con el septum (p<0.05).

En el hipocampo, la corteza lateral, la corteza ventral y el cuerpo calloso, se efectuaron
medidas tanto para trauma como para control. Al comparar ambos grupos experimentales
solo el cuerpo calloso mostré diferencias significativas (p<0.01, n*=0.065) (figura 5.20).
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Figura 5.19. Tamafio nuclear, medido como area nuclear planimétrica, de las células con caspasa3-IR tipo
puntos para las Oh de cultivo. Tanto en los controles como en trauma la IR tipo puntos se presenta en células
cuyo tamafio nuclear se mantiene muy homogéneo entre diferentes regiones, por ejemplo en el hipocampo, la
corteza dorsal, la corteza lateral, el septum, el estriado, entre otras.
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5.4.4 Densidad de células caspasa-3-positivas con IR “tipo puntos”

El patrén de pérdida de la IR tipo puntos fue cuantificado mediante el célculo de la
densidad de células positivas para esta marcacion en los diferentes tiempos de cultivo.
Con tal propésito se seleccionaron diferentes regiones dentro del tejido nervioso
procurando abarcar uniformemente el total de su area.

En la corteza cerebral a partir de las 4h la IR tipo puntos desaparecié de las laminas
corticales con excepcion de la lamina |. Por esta razén todas las medidas de densidad en
corteza se hicieron sobre los sectores mas superficiales, ajustando la ventana de conteo a
partir de la lamina | (ver Materiales y Métodos §4.5.3).

Corteza Dorsal: tanto en las muestras con trauma como en los controles, para las primeras
2h de cultivo no se presentaron cambios significativos en la densidad de las células IR tipo
puntos, solo hasta las 4h registraron una reduccion significativa del 47% y 34% (p<0.001)
respectivamente, que luego se mantuvo sin cambios hasta las 6h. Con respecto a los
controles, el tejido con trauma solo presentd una reduccién significativa en la densidad de
la marcacion para las 4h de cultivo (p<0.05).

Corteza Lateral: en las muestras con trauma durante las 2h y 4h de cultivo se produjo una
reduccion gradual de la densidad de la marcacion, alcanzando el 44% de su valor a las Oh
(p<0.001) para luego mantenerse sin cambios hasta las 6h. En los controles la reduccion
significativa solo se dio hasta las 4h de cultivo y al igual que con las muestras con trauma,
luego se mantuvo sin cambios estadisticos hasta las 6h. Entre las muestras de los
controles y con trauma no se presentaron diferencias significativas para ningun tiempo de
cultivo.
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Corteza Ventral: tanto en las muestras con trauma como en los controles, para las
primeras 2h de cultivo no se presentaron cambios significativos en la densidad de la
marcacién, solo hasta las 4h se registré una reduccién significativa promedio del 36%
(p<0.001) que luego se mantuvo sin cambios hasta las 6h. Entre las muestras de los
controles y con trauma no se presentaron diferencias significativas para ningun tiempo de
cultivo.

Hipotadlamo (region ventral): tanto las muestras con trauma como las de los controles
sufrieron una reduccion abrupta en la densidad de la marcacion durante las primeras 2h de
cultivo, del 65% (p<0.001) y 48% (p<0.05) respectivamente. Este nivel bajo de densidad se
mantuvo luego sin cambios hasta las 6h. Entre las muestras de los controles y con trauma
no se presentaron diferencias significativas para ningun tiempo de cultivo.

Hipotdlamo (region medial): tanto las muestras con trauma como los controles
experimentaron una reduccion abrupta de la densidad de células IR tipo puntos a las 2h de
cultivo, del 62% (p<0.05) y 70% (p<0.05) respectivamente. Para las 4h de cultivo la IR tipo
puntos practicamente desaparecié de la region (p<0.001). A las 6h ningun grupo registrd
marcacion (p<0.001). Entre las muestras de los controles y con trauma no se presentaron
diferencias significativas para ningin tiempo de cultivo.

Septum: las muestras con trauma en las primeras 2h de cultivo mostraron una reduccion
promedio en la densidad de la IR tipo puntos que sin embargo no resulté significativa. Para
las 4h el cambio fue absoluto, desapareciendo la marcacién (p<0.01) y permaneciendo asi
hasta las 6h (p<0.01). Los controles experimentaron una reduccion en la marcacién a las
4h del 78% respecto del tiempo Oh. Ya para las 6h de cultivo la marcacion fue
practicamente nula (p<0.001). Con respecto a los controles, el tejido con trauma presenté
una reduccion significativa en la densidad de la marcacion para las 4h (p<0.05), tiempo
para el cual ya no se registré este tipo de IR.

Estriado: tanto las muestras con trauma como los controles no mostraron diferencias en la
densidad de la marcacion durante las primeras 2h de cultivo. A las 4h en ambos grupos
experimentales la marcacién fue casi nula (p<0.001). Alcanzadas las 6h la marcacién
desaparecié completamente (p<0.001). Entre las muestras de los controles y con trauma
no se presentaron diferencias significativas para ningun tiempo de cultivo.

Télamo: tanto las muestras con trauma como los controles no mostraron diferencias
significativas en la densidad de la marcacion durante las primeras 2h de cultivo, a pesar de
gue para este tiempo los promedios estuvieron un 33% por debajo de las Oh. Para las 4h
la marcacion desaparecié en las muestras con trauma, y en los controles estuvo muy
cercana a ser nula (p<0.001). A las 6h ningun grupo registré marcacion (p<0.001). Entre
las muestras de los controles y con trauma no se presentaron diferencias significativas
para ningun tiempo de cultivo.

Cuerpo calloso: en las muestras con trauma, durante las primeras 2h de cultivo no se
registraron cambios estadisticamente significativos en la densidad de la IR tipo puntos. A
las 4h esta marcacion se redujo un 87% (p<0.001) respecto del tiempo Oh; a las 6h el
conteo de la marcacion fue muy escaso manteniéndose en promedio por debajo del
mostrado a las 4h pero sin ser significativa esta diferencia. La reduccion total en la
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densidad de la marcacion al cabo de las 6h para trauma fue del 97.5%. Las muestras de
los controles mostraron una reduccién en la densidad de la marcacién respecto de los
tiempos precedentes a las 2h del 51.5% (p<0.05) y a las 4h del 47% (p<0.05). Para las 6h
la densidad se mantuvo sin cambios significativos respecto de las 4h. La reduccion total en
la densidad de la marcacion al cabo de las 6h para los controles fue del 85.5%(p<0.001).
Con respecto al tejido de los controles, el tejido con trauma presenté una reduccion
significativa en la densidad de la marcacion para las Oh de cultivo del 26% (p<0.05).

Giro Dentado: tanto las muestras con trauma como los controles presentaron una
reduccion significativa en la densidad de la marcacion a las 2h, del 51% (p<0.001) y 44%
(p<0.05) respectivamente. Para las 4h la IR desaparecio en los trauma (p<0.001) y en los
controles estuvo muy cercana de ser nula (p<0.001). A las 6h ningln grupo registrd
marcacién en la region (p<0.001). Con respecto a los controles, el tejido con trauma
presentd una reduccion significativa en la densidad de la marcacion para las 4h (p<0.05),
tiempo para el cual ya no registré este tipo de IR.

CA3: en las muestras con trauma, las primeras 2h de cultivo mostraron una reduccion
promedio en la densidad de la marcacion del 20%; sin embargo, no resulto
estadisticamente significativa esta diferencia. A las 4h la marcacién se perdié por completo
y asi continuo hasta las 6h (p<0.001). Los controles sufrieron un cambio similar pero la
reduccion se hizo significativa a las 2h, con un 42% (p<0.05) menos en la densidad. Entre
las muestras de los controles y con trauma no se presentaron diferencias significativas
para ningun tiempo de cultivo.

CA2: las muestras con trauma experimentaron una reduccion en la densidad de la
marcacion del 45% (p<0.01) a las 2h de cultivo. A las 4h la reduccion fue del 90.5%
(p<0.01) respecto de las 2h y del 95% (p<0.001) respecto de las Oh, niveles casi nulos que
se mantuvieron hasta las 6h (p<0.001). En las muestras de los controles, la disminucion en
la densidad a las 2h fue del 69% (p<0.001) y para las 4h del 94% (p<0.001), respecto del
tiempo Oh. Para las 6h el conteo de la marcacion fue practicamente nulo (p<0.001). Con
respecto a los controles, el tejido con trauma presenté una reduccion significativa del 24%
en la densidad de la marcacion para las Oh (p<0.05).

CALl: las muestras con trauma exhibieron una reducciéon en la densidad de la IR tipo
puntos del 97% (p<0.001) a las 4h de cultivo. A las 6 horas, la IR desapareci6 por
completo. Los controles mostraron una reduccion en la densidad del 46% (p<0.05) a las 2h
de cultivo, y a las 4h del 97% (p<0.001), respecto del tiempo Oh; nivel casi nulo que se
mantuvo hasta las 6h de cultivo. Entre las muestras de los controles y con trauma no se
presentaron diferencias significativas para ningun tiempo de cultivo.
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6. DISCUSION

6.1 RESOLUCION DE LA INMUNOFLUORESCENCIA PARA CASPASA 3

En este proyecto se abordd la evaluacion de los cambios en los niveles de caspasa-3
clivada (activa) en un cultivo organotipico agudo de tajadas cerebrales empleando como
principal herramienta la microscopia de fluorescencia de campo amplio. Las fuentes del
tejido nervioso fueron biomodelos sometidos a trauma craneoencefalico (TCE) moderado,
usando una modificacién del modelo propuesto por Marmarou (Marmarou et al., 1994;
Abd-Elfattah Foda & Marmarou, 1994), con periodo de supervivencia post-trauma de 48
horas. Si bien, considerando modelos similares de lesibn moderada (Park & Yi, 2001,
Cernak et al., 2004; Zhao et al., 2012), para este periodo de supervivencia podrian
esperarse niveles bajos de caspasa-3 activa, en el cultivo si cabria la posibilidad de
encontrar niveles altos en diferentes regiones, ademas del hipocampo, pues la muerte
programada podria dar inicio en estas regiones como consecuencia del procedimiento de
corte de las tajadas (Rambani et al., 2009), o adicionalmente, por el traumatismo mismo
que implica el cultivo agudo, donde en esencia se induce un cambio abrupto sistémico en
el tejido. Sin embargo, en términos generales para todos los tiempos de cultivo la
marcacion de caspasa-3, exceptuando la IR tipo puntos, en regiones diferentes al
hipocampo fue dificil de detectar por inmunofluorescencia, hecho relacionado directamente
con nuestras condiciones particulares para el procesamiento de los tejidos y para la
captura digital, mas no necesariamente con la ausencia de expresion de caspasa-3 clivada
en estas regiones. Esto Ultimo pudo constatarse en nuestras muestras auxiliares
destinadas al célculo de la inmunorreactividad en el hipocampo, procesadas por
inmunohistoquimica para caspasa-3, donde fue relativamente fécil identificar marcacion
diferente a la tipo puntos en la corteza cerebral para todos los tiempos del cultivo (datos no
presentados). Sin embargo, con referencia especifica al hipocampo, la evaluacién
cualitativa de los cambios en la marcacion por inmunofluorescencia coincidié con aquella
para la inmunohistoquimica. Estos hechos permiten concluir que nuestras valoraciones
para la inmunorreactividad de caspasa-3 clivada por inmunofluorescencia estan
concebidas sobre la base de un “umbral” en la marcacion, y por tanto estarian referidas a
los cambios mas pronunciados en la expresion de caspasa-3 activa. Cambios por debajo
de este umbral no estarian cobijados en las evaluaciones, y se constituirian en el limite de
resolucion nuestro. Conocer con precision este umbral requeriria de la evaluacion
comparativa de distintos métodos experimentales, lo cual esta mas alla de los propdsitos
de este proyecto. Sin embargo, debe quedar claro que en nuestra aproximacion a la
comprension de los fenédmenos biolégicos, cada técnica experimental debe ser adoptada
como un elemento mas de juicio, precisamente por las resoluciones diferenciales implicitas
en ellas. Para nuestro caso en particular, la resolucién alcanzada permite evaluar las
regiones del tejido nervioso con mayores cambios de expresion de los marcadores; y por
lo tanto, las mas susceptibles de ser valoradas cuantitativamente en el contexto de la
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experimentacion farmacoldgica con propdsitos neuroprotectores, lo que va de la mano con
los propdsitos generales dentro del cual se enmarca este proyecto.

6.2 VULNERABILIDAD DIFERENCIAL EN EL HIPOCAMPO

6.2.1 Tejidos No cultivados

En los tejidos no cultivados, nuestros analisis cuantitativos mostraron que para un periodo
post-trauma de 48 horas el sector del hipocampo con el mayor incremento en la
inmunorreactividad para caspasa-3 clivada (Casp3-IR) fue la capa granular del giro
dentado, con un aumento promedio de 238 unidades (ver Materiales y Métodos §4.5.2)
respecto del control, seguido de la capa piramidal de CA1, con un aumento promedio de
100 unidades. En los sectores de CA2-3 y CA3 los cambios respecto de los controles no
fueron estadisticamente significativos (figura 5.14). Considerando el aumento en la
expresion de caspasa-3 activa como indicativo de la puesta en curso de procesos
apoptoticos, estos datos estarian sefalando que los sectores mas vulnerables para
nuestro modelo de lesion axonal difusa son CAl y el giro dentado. La marcacién para
NeuN confirma estas observaciones, pues en los tejidos no cultivados solo en CAl y en el
giro dentado se presentd una reduccion significativa en la inmunorreactividad para este
marcador, hecho que indicaria degeneracién o al menos pérdida neuronal (figura 5.16).
Poder conocer con base en nuestros datos cual de estas dos regiones es la mas
vulnerable al modelo de lesién no es una tarea facil, pues los niveles de Casp3-IR en los
controles de cada una de ellas son diferentes. La expresion de Casp3 en el control para el
giro dentado supera en 150 unidades promedio a la correspondiente de CAl. Esto quiere
decir que con independencia del TCE, las células de la capa granular del giro dentado
podrian estar experimentando procesos degenerativos adicionales (0 ser mas propensos a
ellos, lo que se discutira mas adelante en esta misma seccién), que potenciarian los
efectos del impacto, favoreciéndose el incremento en la activacion de los programas de
muerte celular en esta area contra los de CAL.

Las medidas de area nuclear planimétrica para los tejidos no cultivados mostraron que la
condensacion nuclear es una caracteristica presente en todos los sectores del hipocampo
de las muestras con trauma (en CA2 esto no pudo ser determinado debido a limitaciones
en la disponibilidad de tejido), ver figura 5.17. Esto quiere decir que incluso en regiones
mas resistentes a nuestro modelo de lesion axonal difusa, como CA3, la condensacion
nuclear fue inminente aun sin presentar cambios en la Casp3-IR respecto de los controles.
La condensacion nuclear es una caracteristica temprana de los procesos apoptoticos (Lo
et al., 1995; Daniel & DeCoster, 2004; Krysko et al., 2008; DeCoster et al., 2010; Joshi et
al., 2012; Berghe et al.,, 2013); sin embargo, existen evidencias que sefalan que la
inducciébn de la apoptosis puede ocurrir como consecuencia de la condensacion
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citoplasmética (y la condensacion nuclear asociada), y que esta condensacion celular
debe alcanzar un umbral tanto en volumen como en periodo de mantenimiento del
encogimiento antes de que la apoptosis dé inicio, y por lo tanto, antes de que la caspasa-3
sea activada (Ernest et al., 2008). Esto podria sugerir que en regiones como CAS3, y
presumiblemente CA2, la condensacion nuclear para las 48h post-trauma (Oh de cultivo)
no alcanza los umbrales necesarios para la induccion de la apoptosis, y por lo tanto no
exhiben una activacion de Casp3 significativa, mostrdndose como las regiones mas
resistentes, en lo que respecta a muerte celular programada a nuestro modelo de lesion.
No obstante lo anterior, también podria pensarse que la condensacion nuclear en CA3, y
presumiblemente CA2, se refiere a etapas finales de muerte por necrosis (Lo et al., 1995;
Krysko et al., 2008), sin embargo nosotros rechazamos esta hipotesis basados en la
igualdad estadistica para la NeuN-IR entre las muestras con trauma y los controles de
estas regiones, lo que excluiria la degeneracién por necrosis como consecuencia de la
lesion.

El grado de vulnerabilidad en los diferentes sectores del hipocampo ha mostrado ser
dependiente del tipo de modelo de lesién axonal difusa empleado. CAl se ha reportado
como una de las regiones mas susceptible en modelos de lesion por aceleracion sin
impacto: en primates (Kotapca et al., 1991); también en conejos, junto con el giro dentado
(Runnerstam et al., 2001); y en cerdos, junto con CA3 (Smith et al.,1997). En modelos de
lesion axonal difusa que involucran impacto, CA3 se ha sefiaDAlo como una de las areas
mas vulnerables (Cernak et al., 2004), identificAndose en ella la presencia de células
apoptoticas (Chen et al., 2013), y también, junto con el giro dentado, de fragmentacion
internucleosomal asociada tanto a apoptosis como a necrosis (Singleton et al., 2002). Se
debe tener presente que la lesion axonal difusa, y de manera general el TCE, no conlleva
una respuesta patoldgica singular, sino mas bien todo un abanico de fenotipos de lesion
celular (Singleton & Povlishock, 2004) que pueden convivir en una misma estructura, como
el hipocampo, lo que podria contribuir a la variabilidad regional, en términos de
vulnerabilidad, entre los diferentes modelos experimentales de lesién. En nuestro caso, la
mayor susceptibilidad del giro dentado y en especial de CA1, podria estar relacionada con
el incremento que algunos estudios reportan de la excitabilidad en estos sectores después
de un TCE (CALl: Reeves et al., 2000; Griesemer & Mautes, 2007. GD: Toth et al., 1997;
Lowenstein et al., 1992; Santhakumar et al., 2001; Witgen et al., 2005; Tran et al., 2006),
posiblemente ocasionado por el aumento en los compartimentos extracelulares de
neurotransmisores excitatorios (Runnerstam et al., 2001; Goda et al., 2002; Fei et al.,
2005), o por cambios en la actividad inhibitoria (Dudek & Sutula, 2007; Alwis et al, 2013).
El incremento en la excitabilidad conllevaria a una elevacion del calcio intracelular libre con
la consecuente potencial activacion de proteasas, como la calpaina o las caspasas, de
fosfatasas, de proteina-kinasas o de Oxido nitrico-sintetasas, todas las cuales han sido
asociadas a mecanismos de muerte tanto apoptética como necrotica (Kermer et al., 1999;
Raghupathi, 2004). No obstante lo anterior, hay estudios que dan cuenta de la supresion
de la actividad en CAl después de un TCE (Miyazaki et al., 1992; Witgen et al., 2005;
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Schwarzbach et al., 2006). Esta diversidad de respuestas fisiologicas puede entenderse
como consecuencia de la variabilidad regional en la vulnerabilidad ante los diferentes
métodos experimentales a la que se hacia alusion previamente.

La comparacion de la expresién de Casp3 con los controles permite cuantificar el efecto
experimental del trauma en los diferentes sectores del hipocampo y determinar aquellos de
mayor vulnerabilidad a la lesion, como se acaba de mostrar. Por su parte, la comparacion
de la expresion de Casp3 entre las muestras de los controles para los tejidos no cultivados
permite cuantificar probables procesos fisioldgicos o patoldgicos con independencia de la
lesion inducida. En los controles no cultivados, nosotros encontramos una alta Casp3-IR
en el giro dentado (ver figura 5.13, Ctrl Oh) y el sector que denominamos CA2-3, que
corresponde en su totalidad a CA2 incluyendo parte de la porcion terminal de CA3. Los
altos niveles de Casp3 en el giro dentado podrian estar relacionados con roles fisiol6gicos
no apoptéticos. Al respecto se ha reportado la expresion de Casp3 en todas las capas del
giro dentado en un estudio con ratas wistar durante desarrollo postnatal hasta P56 (Chang
et al.,, 2012). Los autores determinaron que conforme aumenta la edad de las ratas los
niveles de la marcacion en las diferentes capas disminuye con excepcion de la capa
granular, donde parecen conservar valores altos. Ademas, evaluando la co-localizacion de
Casp3 con ki-67 y B-lll-tubulina, proponen que la funciébn de Casp3 est4d en parte
relacionada con la proliferacién y diferenciaciéon celular, y que también puede estar
relacionada con el crecimiento de neuritas, el transporte axénico y la elongacion de
dendritas de las células granulares durante el desarrollo postnatal. Sin embargo, en la
literatura no se encuentran referencias de niveles tan altos como los nuestros de Casp3 en
el giro dentado de ratas adultas de mas de 2 meses de edad asociados a roles no
apoptoticos en condiciones fisioldgicas normales. Nuestras ratas tienen en promedio entre
5y 6 meses de edad, y quiza la actividad reportada mas cercana, aceptando la hipétesis
no apoptotica, tenga relaciéon con la neurogénesis en el giro dentado, proceso que se ha
demostrado es significativamente elevado hasta los 6 meses de edad (Kuhn et al., 1996).
Pero la marcacion de Casp3 que se describe asociada a este proceso casi que se
restringe a la zona subgranular, mientras la nuestra esta diseminada por toda la capa
granular. Esto por supuesto no excluye la posibilidad de que nuestra marcacion en el giro
dentado, o incluso en CA2-3, este asociada a roles no apoptoticos, asunto que debera ser
dilucidado en el futuro. Otras causas de los niveles altos de Casp3 en el giro dentado de
los controles no cultivados podrian estar asociadas a la deficiencia de vitamina E en la
alimentacién de los biomodelos (Ferri et al., 2003) 0 su sometimiento a episodios de estrés
(Heine et al., 2004), y por supuesto también, junto con CA2-3, a condiciones patoldgicas.
Estas Ultimas opciones en parte se desvirtian ante la ausencia de manifestaciones
clinicas evidentes y por el acogimiento a los estrictos protocolos de cria, alimentacion y
mantenimiento, seguidos por el personal profesional del bioterio de la Universidad del
Valle.

El procedimiento experimental al que son sometidos los controles también podria
contribuir, o ser la causa, de los niveles de Casp3-IR en el giro dentado y CA2-3 para
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estas muestras. Quiz4 los elementos mas criticos al respecto sean la anestesia y la
perfusion del fijador. Nosotros empleamos isoflurano como anestésico inhalatorio por
periodos de alrededor de 30 minutos. En la literatura se han reportado efectos
neurotéxicos para este anestésico (Dallasen et al., 2011; Zhang et al., 2014) con
activacion de Casp3 en el hipocampo de ratas adultas (Lin & Zuo, 2011). Sin embargo, al
parecer estos efectos requieren de prolongados tiempos de exposicién, minimo de hasta
2h, lo que los alejaria de nuestro caso. En la perfusion con el fijador, el proceso de
exsanguinacion por perfusion intracardiaca con solucion fisiolégica se constituye en el
método de eutanasia para todos nuestros biomodelos no cultivados. Considerando la
hipoxia/anoxia como el factor neurotdxico determinante para este caso, cabria esperar un
compromiso importante de CAl, por cuanto se ha demostrado que este sector del
hipocampo es el mas susceptible a este tipo de lesion (Hota et al., 2008; Maraula et al.,
2012). Sin embargo, los niveles de Casp3 en CAl son los mas bajos de nuestros
controles, y adicionalmente, su NeuN-IR la més alta. Pareciera asi que el procedimiento
experimental esta desligado de los niveles elevados de Casp3-IR independientes del TCE,
pero el panorama es mucho mas complejo de lo que puede parecer. Por ejemplo, la
actividad osmotica del tejido nervioso puede ser destruida principalmente por el fijador
antes de que este cumpla su propésito (Dempster, 1960), ocasionando un estrés hipo-
osmotico que, para el caso del giro dentado, se ha demostrado que en cultivo celular
primario conduce a la activacion de Casp3 después de tan solo 1 minuto post-estrés
(Niguet et al., 2004). También se ha demostrado en cultivos hipocampales que el estrés
hipo-osmético puede potenciar la neurotoxicidad por hipoxia (Payne et al., 1996). Esto
puede ser pensado como la modificacibn en el umbral de respuesta ante el insulto
hipdxico. Si tal modificacion llegara a ser diferencial, hipotéticamente hablando, el estrés
hipo-osmético podria descender los umbrales de regiones resistentes como el giro
dentado y CA2-3, incluso por debajo del de regiones susceptibles como CAl, activando
procesos de muerte Unicamente en las primeras. En cualquier caso, llegar a conocer las
causas de la alta marcacion de Casp3 en nuestros controles posiblemente requerird de
diferentes aproximaciones experimentales, y ademas, sera de vital importancia para
alcanzar una valoracion no-sesgada de los efectos de nuestro modelo de lesién axonal
difusa.

Podemos concluir entonces, que para mecanismos con independencia del TCE, las
regiones presumiblemente mas vulnerables en nuestro modelo de lesién axonal difusa son
el giro dentado y CA2-3.

6.2.2 Tejidos en cultivo

Los datos de las muestras con trauma mostraron que en CA1 y CA3, a las 2h de cultivo se
presentd un aumento en la expresién de Casp3 y luego a las 4h una reduccién que se
mantuvo hasta las 6h (ver figura 5.14). De estos dos sectores, el de mayor incremento en
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la Casp3-IR como respuesta al cultivo fue CAl, con un aumento promedio de 111
unidades, seguido de CA3, con un aumento promedio de 61 unidades. La marcacion para
NeuN en estos sectores fue decreciente, con una caida abrupta para las 4h de cultivo que
se mantuvo hasta las 6h (ver figura 5.16). Es notable que las muestras de los controles
tanto para la Casp3-IR como para la NeuN-IR tienen una tendencia similar a la de las
muestras con trauma en estas regiones; y ademas, que las dinamicas en la Casp3-IR son
en esencia similares (ver figura 5.15: A, derecha; B, derecha). Estos datos indican que las
células de la capa piramidal de los sectores CA1 y CA3, estan en capacidad de iniciar
procesos apoptoticos asociados al cultivo. En estos sectores, el incremento transitorio en
la expresion de Casp3 parece estar limitado por la degeneracién neuronal inducida en el
mantenimiento del cultivo, que comprometeria los niveles energéticos requeridos para
sostener procesos apoptoticos (Elmore, 2007). Esto se evidencia después de las 4h,
cuando la caida abrupta en la inmunorreactividad para NeuN coincide con el descenso de
los niveles de Casp3. Contrario a lo que ocurre en CA1 y CAS3, las células granulares en el
giro dentado de las muestras con trauma parecen no estar en capacidad de iniciar
procesos apoptoticos asociados al cultivo; esta fue la Unica region del hipocampo con un
patrén decreciente en la Casp3-IR a lo largo de los periodos evaluados; y ademas, de
manera interesante, la Unica region con una tendencia decreciente pero suave en la
marcacion para NeuN, es decir, sin exhibir ninguna caida abrupta. A pesar de no tener
caida abrupta, debe resaltarse el hecho de que los niveles bajos en la NeuN-IR a las 4h de
cultivo en el giro dentado, que son comparables a los de CA1l, coinciden también con la
caida mas pronunciada en la Casp3-IR de este sector, sustentando la idea general de que
la degeneracion neuronal inducida en el mantenimiento del cultivo condiciona la expresiéon
de Casp3.

El aumento en la expresién de Casp3 en los sectores CAl y CA3 podria deberse mas al
proceso de corte de las tajadas que al mantenimiento del cultivo. Los cultivos
organotipicos agudos se caracterizan por el rapido deterioro celular que impone un tiempo
de vida tipico de las tajadas de 6 a 12 horas, aunque ocasionalmente se han reportado
tiempos méximos de vida de hasta 24 horas (Buskila et al., 2014). La muerte de las
tajadas parece involucrar la pérdida temprana de la integridad de la membrana plasmatica
(Buskila et al., 2014), una caracteristica que usualmente se asocia a tipos de muerte
diferentes a la apoptosis (Lo et al., 1995; Krysko et al., 2008; Berghe et al., 2013). Por lo
tanto, seria l6gico pensar que si existe activacion de la Casp3 como consecuencia del
mantenimiento del cultivo, esta estaria muy limitada, por cuanto los mecanismos de
muerte se desviarian muy pronto de la apoptosis. Por otra parte, desde hace mucho se
reconoce que el trauma mecanico generado por el corte de las tajadas tiene una gran
repercusion en su viabilidad (Aitken et al., 1995; Fukuda et al., 1995), donde la muerte
celular programada puede ser inducida como consecuencia de la difusion de quimicos
nocivos liberados por las células moribundas lesionadas durante este proceso (Rambani et
al., 2009). En el caso especifico del hipocampo, se ha reportado que la axotomia primaria
de las células piramidales durante el corte de las tajadas se constituye en uno de los
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eventos mas dafiinos, y es también un factor clave para la induccién de la apoptosis
(Legradi et al., 2011), lo que parece coincidir con la elevacion en los niveles de Casp3 en
los sectores CA1 y CA3 registrada en nuestros cultivos.

El hecho de que en trauma las células granulares del giro dentado no presenten el
incremento transitorio de Casp3 exhibido por las células piramidales de CA1 y CA3 podria
deberse a la accién conjunta de dos situaciones. La primera, que de acuerdo con lo
reportado por Legradi y colaboradores (Legradi et al., 2011), la capa granular sea muy
resistente al traumatismo ocasionado por el corte de las tajadas. Esta situacion estaria
apoyada por la caida suave en la inmunorreactividad para NeuN, que indica que el
proceso degenerativo durante el cultivo para este sector, y sobre el cual influye el estado
de las tajadas resultante del corte (Fukuda et al., 1995), es el mas lento. La segunda
situacion involucra los altos niveles de Casp3 en trauma que exhibe el giro dentado antes
de que los procesos asociados al cultivo entren en consideracion (ver seccion anterior
86.2.1), situacion que implicaria un gran niamero de programas de muerte celular y de
mecanismos de degeneracion en curso con la capacidad potencial de enmascarar el inicio
de procesos apoptéticos relacionados con el cultivo. La inmunorreactividad para NeuN
también apoya esta situacion, pues la NeuN-IR en el giro dentado de las muestras con
trauma no cultivadas es la mas baja del hipocampo, lo que indicaria que esta es la region
con mayor degeneracién y para la que una vez en cultivo, los procesos apoptéticos
desviarian mas temprano a otros mecanismos de muerte, reduciéndose la expresion de
Casp3 aun cuando la resistencia ante estos otros mecanismos de muerte sea mayor que
las de las otras areas. No debe tampoco descartarse la idea de que en cultivo algunos de
los procesos apoptoéticos ya iniciados en el giro dentado puedan culminar. La hipétesis de
la accién conjunta entre la resistencia al corte de las tajadas y la de no incremento en la
Casp3-IR como consecuencia del alto nivel de lesién previo al cultivo, podria ser
sustentada con la respuesta de los tejido de los controles para el giro dentado. Las
muestras de los controles de este sector, y a diferencia de aquellos con trauma,
experimentan una dindmica en la Casp3-IR similar a la de los sectores CA1 y CA3. Esto
sugiere que el nivel mas bajo en la Casp3-IR de los controles en el tiempo Oh les da la
posibilidad de responder ante el trauma mecanico producto del corte de las tajadas,
adicionalmente; el tamafio menor de esta respuesta (59 unidades) para las 2h de cultivo,
comparado con la de los controles de CA1 (141 unidades) y CA3 (85 unidades), muestra a
la vez que esta regidn es mas resistente a este proceso.

En lo que respecta a la capa piramidal de CA2, nosotros encontramos que su respuesta al
cultivo es la mas singular de todas. Los analisis estadisticos indicaron la no diferencia
significativa en la marcacion de Casp3 a lo largo de todos los periodos evaluados en la
region CA2-3 (figura 5.14). En esta region, a pesar de que se incluye la porcién terminal de
CA3, es el sector de CA2 el que mas contribuye a la expresion de Casp3, lo que se
deduce de la evidente diferencia en los niveles de Casp3 entre CA3 y CA2-3. Esto quiere
decir que a lo largo del cultivo practicamente los niveles de Casp3 en CA2 no cambian. De
manera interesante, fue CA2 la Unica regién del hipocampo que no experimentd
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condensacion nuclear sino hasta la sexta hora de cultivo (figura 5.17), lo que estaria
indicando que la posible induccion de procesos apoptéticos (Ernest et al., 2008) durante el
curso del cultivo se presentaria de forma muy tardia en esta region. La manera mas
plausible para que los niveles de Casp3 expresados a las Oh se mantengan durante el
curso del cultivo, es que las células de la capa piramidal de CA2 no experimenten ademas
de la apoptosis, tampoco otros procesos de degeneracion y que no se vean
marcadamente afectados por el proceso de corte en tajadas. Lo anterior nos permite
concluir que CA2 es el area del hipocampo més resistente a los procesos asociados al
cultivo agudo, lo que va de la mano también con su mostrada resistencia a nuestro modelo
de lesién axonal difusa. Sin embargo, como se expuso en la seccion anterior, es una de
las areas presumiblemente susceptibles a mecanismos de muerte con independencia del
TCE.

La inmunorreactividad para NeuN deberia reflejar el hecho de que CA2 sea la regiébn més
resistente al cultivo, sin embargo, la evolucién de esta marcacién en CA2-3 (figura 5.16) se
asemeja a la de regiones susceptibles como CA1 y CA3. Nosotros consideramos que esta
aparente discrepancia se debe a que es la porcion terminal de CA3 la que esta
contribuyendo méas a la NeuN-IR de CA2-3, de manera inversa a lo que ocurre para la
Casp3-IR, lo que se deduce de la cercana similitud en los niveles de NeuN entre CA3 y
CA2-3. Es posible que la marcaciéon para NeuN en CA2 tenga realmente una evolucion
similar a la mostrada en el giro dentado, sin embargo nuestro planteamiento técnico para
el calculo de la inmunorreactividad no permitié corroborar esto (ver 84.5.2 'y 85.4.1).

La exhibida resistencia de CA2 en nuestro disefio experimental, al impacto, al corte de las
tajadas cerebrales y al mantenimiento del cultivo agudo, concuerda con el calificativo de
“sector resistente” que se le adjudica en la literatura de epilepsia humana (Corsellis &
Bruton, 1983). Esta region posee una marcacion mucho mas densa para la proteina
atrapadora de calcio Parvalbumina que las regiones adyacentes de CAl o CA3
(Baimbridge & Miller, 1982; Leranth & Ribak, 1991; Sloviter et al., 1991), también la
proteina atrapadora de calcio Calbindina, cominmente encontrada en interneuronas
inhibitorias, esta presente en las células piramidales de CA2 (Leranth & Ribak, 1991; Toth
& Freund, 1992). Lo anterior resulta interesante pues las proteinas atrapadoras de calcio
se consideran un elemento importante en mecanismos tanto a nivel molecular como
celular que media la proteccién contra la excitotoxicidad. También se ha demostrado que
CA2 posee una gran estabilidad sinaptica que impide que formas de plasticidad como la
potenciacion o la depresion a largo plazo se induzcan con los métodos convencionales de
estimulacion, lo que podria ser determinante en la resistencia a la enfermedad, el trauma 'y
la hipoxia (Zhao et al., 2007).

A pesar de que ni las muestras de los controles ni las muestras con trauma en CA2-3
experimentan cambios significativos en los niveles de Casp3 a lo largo del cultivo
(marcacién que ya se discutié es aportada principalmente por CA2), es interesante notar
que las tendencias para estas marcaciones poseen un alto grado de correlacién con la de
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los controles en el giro dentado y con la de las muestras con trauma en CA3 (figura 5.15: A
izquierda, B izquierda, respectivamente). Esto indica que realmente los procesos
asociados al cultivo si inducen una respuesta en CA2, aunque muy sutil, y que ésta
respuesta posee una dinamica generalizada, lo que posiblemente sea un reflejo de su
conectividad con CA1, CA3y el giro dentado.

6.3 VENTANA TEMPORAL PARA LA EVALUACION DE LOS EFECTOS DEBIDOS AL
TRAUMA EN EL HIPOCAMPO (PERIODO DE VIABILIDAD HIPOCAMPAL EN
CULTIVO)

Las medidas de area nuclear planimétrica muestran que tanto las muestras con trauma
como las de los controles experimentan condensacion nuclear a lo largo del curso del
cultivo, sin embargo, la mayor reduccion del tamafio nuclear la presentan los controles a
las 2h (en control reducciones de: 32.5% en el GD, 37% en CA3, 33.5% en CAl,; en
trauma reducciones de: 13% en el GD, 13% en CA3, 18% en CA1,; figura 6.17). Después
de las 2h de cultivo, es decir, para las 4h y 6h, las comparaciones en las reducciones en
los tamarios nucleares entre los grupos experimentales de trauma y control no tienen una
significancia sustancial grande, como se deduce de los valores para el tamafio del efecto
n? (Cohen, 1988): giro dentado, 6h: n?= 0.033; CA3, 4h: n’= 0.063; CA1, 4h: n?= 0.021, 6h:
n°= 0.045. Estos datos sugieren por una parte, que los mecanismos de muerte asociados
al cultivo evidentemente pueden desviar los procesos apoptéticos iniciales, como se
planteé al inicio de la seccion anterior, pero también podrian estar sefialando estadios
finales de muerte necrética durante el cultivo, donde la condensacion nuclear ocurriria (Lo
et al., 1995; Krysko et al., 2008). Por otra parte, los datos de condensacién nuclear indican
qgue entre las 2h y las 4h de cultivo es posible establecer diferencias confiables entre la
evolucién de los tejidos controles y aquellos con trauma. Los datos para la Casp3-IR
también parecen apoyar esta conclusion, pues en las regiones mas susceptibles a nuestro
modelo de lesion, es decir, el giro dentado y CAl, solo hasta las 2h de cultivo se
conservan las diferencias significativas entre las muestras con trauma y las de los
controles de manera conjunta (figura 5.14). Adicionalmente, la expresion de NeuN hasta
las 2h de cultivo presenta una caida relativamente pequefia en comparacion con las Oh:
reducciones para las muestras con trauma de 20% en CAl, 21% en CA3 y 13% en giro
dentado; reducciones para control de 30% en CA1, 15% en CA3y 20.5% en giro dentado.
Ya para las 4h de cultivo las caidas en la NeuN-IR son grandes respecto de las Oh:
reducciones para las muestras con trauma de 76.5% en CAL, 84% en CA3 'y 47% en giro
dentado; reducciones para las muestras control de 81% en CA1, 85% en CA3 y 47% en
giro dentado. Todo lo anterior nos permite concluir que a partir de las 4 horas de cultivo es
muy dificil establecer diferencias cuantitativas para la Casp3-IR entre las muestras con
trauma y control en el hipocampo, debido a que los avanzados procesos de degeneracion
asociados, cuantificados con la perdida de NeuN-IR, afectan casi que por igual a las
células de ambos grupos, enmascarando asi los efectos debidos al TCE inducido.
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Esta ventana de 2h coincide con lo reportado previamente en nuestro grupo de
investigacion para cultivos organotipico agudos de tajadas de neocorteza obtenidas de
muestras extraidas en craniectomia decompresiva en humanos después de TCE (Riascos,
2007). En este estudio, después de evaluar la evolucion de las tajadas en cultivo hasta por
14 horas valorando las marcaciones para NeuN y MAP2 en cortes histolégicos, se pudo
establecer que entre las 2h y las 6h de cultivo las muestras exhibieron una preservacion
parcial de la estructura cortical y de la integridad de las 6 laminas corticales, después de
este periodo la degeneracion neuronal fue apremiante. Por otro DAlo, en un estudio
ejecutado en paralelo con muestras del presente proyecto (Guzméan, 2013), nuestro grupo
de investigacion, empleando andlisis por citometria de flujo, pudo determinar que el
porcentaje de supervivencia en células disociadas de corteza frontal de rata para las 4h de
cultivo era del 71% en las muestras de los controles y del 49% en las muestras con
trauma. Esta marcada diferencia entre las muestras controles y con trauma estaria
confirmando que los procesos de degeneracién en el hipocampo son mas acentuados que
los de la corteza cerebral, y ademas, que a las 4h de cultivo se presenta un avanzado
estado de deterioro en las muestras de sujetos sometidos al TCE.

6.4 NATURALEZA DE LA IR TIPO PUNTOS

El tipo de marcacion para Casp3 activa que nosotros denominamos IR “tipo puntos”, se
caracterizd por estar circunscrita a nacleos circulares pequefios, por no co-localizar con
NeuN y por presentar una amplia distribucién en los tejidos no cultivados tanto de las
muestras control como de las con trauma. Durante el cultivo esta amplia distribucion se vio
alterada como consecuencia de la desaparicion paulatina de la inmunorreactividad.

Las medidas de densidad para esta marcacién mostraron que de las regiones evaluadas
solo en el cuerpo calloso y en zonas aledafias a CA2 el trauma propicio un efecto
estadisticamente significativo, de reduccion, en las muestras no cultivadas (figura 5.21).
De manera interesante, se ha reportado que la lesién axonal difusa inducida con el modelo
de Marmarou produce un desprendimiento de la cubierta de mielina alrededor de los
segmentos axonales lesionados (BUki & Povlishock, 2006), lo que podria implicar
mecanismos de degeneracion conducentes a la perdida de oligodendrocitos. Estos
mecanismos podrian ser apoptoéticos considerando la condensacion nuclear asociada con
la IR tipo puntos que exhibidé el cuerpo calloso como consecuencia del trauma (figura
5.20). El desprendimiento de la mielina compromete la adhesion de los procesos de los
oligodendrocitos con el axén y probablemente con elementos de matriz extracelular.
Considerando que la unidon de las integrinas, moléculas de adhesion celular, con
substratos de la matriz extracelular, que podrian también ubicarse dentro del tracto
axonico, influencian en los oligodendrocitos la sefializacion de supervivencia basada tanto
en receptores de factores de crecimiento (GFR, por sus siglas en inglés) como en
receptores no-GFR (O'Meara et al., 2010), creemos que es posible que la IR tipo puntos
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sea una marcacion referida principalmente a oligodendrocitos. Esta hipétesis concordaria
con la reduccion de la IR tipo puntos en el cuerpo calloso como consecuencia de la lesion,
sin embargo, no seria muy evidente su relacion con lo observado para CA2. Si bien las
células de la capa piramidal de CA2 mostraron ser muy resistentes a nuestro modelo de
lesion y al cultivo, en el caso de la IR tipo puntos son células ubicadas mayoritariamente
en torno a la capa piramidal las que se ven afectadas. Curiosamente, en el Cornu
Ammonis la mayor concentracién de oligodendrocitos se halla en la parte interna de la
capa radiatum de CA2 (Berger & Frotscher, 1994). Esta distribucion tan particular podria
aumentar las probabilidades de que los oligodendrocitos de CA2, a diferencia de los
demas sectores, se vean afectados por los mecanismos de lesién. Se debe aclarar que
nuestra aproximacion para el célculo de la densidad de la IR tipo puntos no permite
establecer un mapeo fino de su distribucion en el hipocampo, debido al tamafio
relativamente grande de la ventana de conteo (ver 84.5.3 y figura 5.21), por ello
explicitamente no podemos verificar la mayor densidad en la parte interna de la capa
radiatum de CA2 pero si sus probables implicaciones, como se acaba de sefialar.

Los valores de tamafio nuclear asociados con la marcacion tipo puntos también podrian
apoyar nuestra hipétesis sobre su presencia en oligodendrocitos. A pesar de que
encontramos diferencias estadisticas en el tamafio nuclear basicamente entre dos grupos
de regiones, sobresale la homogeneidad de este pardmetro entre sectores muy diferentes
del tejido nervioso, como la corteza dorsal, la corteza lateral, el hipocampo, el septum, el
estriado, por nombrar algunos (figura 5.19). Estudios citomorfolégicos demuestran que tal
homogeneidad no es una caracteristica ni neuronal (Valverde, 2002; Brodal, 2004; Gaitan,
2014) ni astrocitica (Matyash & Kettenmann, 2010; Oberheim et al., 2012). En cambio los
oligodendrocitos presentan un bajo grado de variabilidad en lo que respecta al tamafio de
su soma en las diferentes regiones del encéfalo (Verkhratsky and Butt 2007). Nosotros
encontramos que el area nuclear asociada a la marcacion tipo puntos se encuentra
principalmente entre los 50 y 75 um?, lo que corresponderia a un diametro nuclear
aproximado de entre 8 y 10 um. Este tamafio nuclear pareciera encajar con el rango de 10
a 12 ym de didmetro que se reconoce para los somas de los oligodendrocitos en el
encéfalo de rata (Kettenmann & Ransom, 2013). Por otra parte, otros tipos celulares como
la microglia podrian ser adjudicados a esta marcacion, sin embargo las areas de los
somas de estas células son aun menores que las areas de los ndcleos que nosotros
medimos (ver p.e. para el giro dentado: Viana et al., 2013), ademas la microglia, en su
estado inactivo, posee tanto nucleos circulares como elongados (Haberland, 2007; Rubin
et al.,, 2008) y nosotros no pudimos verificar ningin nudcleo elongado en nuestra
marcacion, ni en las muestras control ni en las con trauma.

El que esta marcacion corresponda principalmente a oligodendrocitos aln queda por ser
demostrado, asi como también cual puede ser el rol de la Casp3 activa en estos casos,
considerando en particular que la marcacion esta presente (aunque mucho menor)
también en los controles. La confirmacion de la hipétesis de que esta marcacion de Casp3
tipo puntos corresponde a oligodendrocitos y no a otro tipo celular, podria darse utilizando
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la doble marcacion de la Casp3 con algun otro marcador especifico ya sea para
oligodendrocitos, astrocitos o para microglia.

6.5 PERDIDA DE LA IR TIPO PUNTOS (VIABILIDAD DEL CULTIVO AGUDO)

La Casp3-IR tipo puntos puede ayudar a visualizar como es la evoluciéon espacial de la
pérdida celular en las tajadas como consecuencia del mantenimiento del cultivo agudo.
Nuestras observaciones de la densidad de la IR tipo puntos, tanto cualitativas como
cuantitativas, mostraron que en términos generales entre las 2h y las 4h de cultivo marcan
el limite de viabilidad de las tajadas, resultado que concuerda con el periodo de viabilidad
determinado para las neuronas de las capas piramidal y granular en el hipocampo. La IR
tipo puntos conforme avanzé el tiempo de cultivo se fue disminuyendo; después de 4h,
sectores como la regién medial del hipotalamo, el septum, el estriado (exceptuando la
region limitante con los ventriculos laterales), el tAlamo, el cuerpo calloso, el hipocampo, la
corteza dorso medial y las laminas corticales diferentes a la I, perdieron practicamente la
marcacion (ver figura 5.21 y seccién 85.3). Al finalizar las 6 horas de cultivo tan solo en la
lamina | de la corteza cerebral, en la region ventral del hipotalamo, en el nlcleo medial de
la habénula y en el tubérculo olfatorio se conservo esta marcacion. Estos datos sugieren
que la pérdida de la IR tipo puntos inicia en las regiones centrales del tejido y se va
extendiendo hacia las porciones limitantes con la periferia 0 con cavidades internas
grandes. Este patron de pérdida coincide con lo que se esperaria de un transporte de
masa limitado por difusién, en donde el oxigeno, el CO; y el LCR, solo alcanzarian los
sectores superficiales del tejido. En los cultivos organotipicos la destruccion del sistema
circulatorio y el subsecuente suministro de oxigeno y nutrientes limitados por difusiéon
ocasionan necrosis por isquemia en las regiones profundas de las tajadas (Rambani et al.,
2009), ademas en tajadas gruesas, como las nuestras, el transporte de masa inadecuado
exacerba el decaimiento metabdlico (Stoppini et al., 1991) limitando la longevidad de los
tejidos (Peterson & Albertson, 1998). Lo anterior nos permite argumentar que la pérdida de
la IR tipo puntos corresponde efectivamente a la pérdida celular y no simplemente a
cambios en la expresion de Casp3.

Es interesante notar que después de 4h de cultivo la IR tipo puntos en hipocampo
practicamente desaparece (ver figura 5.21, GD y CA1-3), mientras que la IR tipo neurona
se conserva a pesar del cambio experimentado (ver figura 5.14 y seccion 86.2.2). Esto
sugiere que las células que experimentan la IR tipo puntos son particularmente mas
vulnerables a los efectos del agotamiento energético inducido en el mantenimiento del
cultivo. Los oligodendrocitos tienen tasas metabdlicas extremadamente elevadas las
cuales se requieren para la mielinizacion apropiada de los axones. Como tal, ellos
consumen grandes cantidades de oxigeno y ATP, lo que los hace muy susceptibles a las
consecuencias moleculares del dafio en el tejido (Kou & VandeVord, 2014), en ocasiones
incluso por encima de las neuronas (Amaral et al., 2013). Quiz& esto sea una evidencia
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més a favor de que esta poblacién celular con IR tipo puntos corresponde a
oligodendrocitos.

76



7. CONCLUSIONES

En nuestro modelo experimental de lesién cerebral con lesion axonal difusa, el
hipocampo presento los cambios mas significativos en la expresion de la caspasa-3
activa, permitiendo hacer una valoracién cuantitativamente de los mismos.

En los biomodelos, los sectores del hipocampo que presentaron mayores
alteraciones en la expresion de la caspasa-3 activa después de generarles una
lesion axonal difusa por caida libre de peso fueron CAl y el giro dentado.

En el hipocampo la regidn mas resistente tanto a nuestro modelo de lesién axonal
difusa como a la degeneracion inducida en el cultivo agudo es CA2.

Los andlisis en la marcacion de caspasa-3 activa y de NeuN permitieron establecer
que entre las 2 y las 4 horas de cultivo organotipico agudo, es el periodo de mayor
viabilidad de las tajadas. Adicionalmente, dentro de esta ventana temporal es
posible seguir la evoluciéon del trauma de forma diferencial respecto a los controles,
al menos en lo que respecta a la expresion de Casp3 en el hipocampo.
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8. PERSPECTIVAS DEL PRESENTE TRABAJO

Los cultivos organotipicos agudos representan una herramienta experimental valiosa en el
estudio de farmacos neuroprotectores en trauma craneoencefalico (TCE). En estos
cultivos, excluidos de barrera hematoencefalica, los patrones de conexiones sinapticas
dentro de las tajadas estdn minimamente alterados con respecto a los patrones in vivo al
momento de la extraccion, lo que abre la posibilidad a una evaluacion futura directa de los
efectos de farmacos sobre mecanismos fisiopatolégicos que podrian reflejar aquellos
desarrollados in situ.

En nuestro actual trabajo logramos determinar la linea de base del comportamiento de la
expresion de la caspasa-3 activa en tajadas de cerebro de rata cultivadas después de
lesion axonal difusa, asi como también establecimos que la ventana temporal dentro de la
cual sea posible estudiar el efecto de posibles farmacos neuroprotectores sea entre 2 y 4
horas de cultivo. Quiz& esta ventana temporal sea posible extenderla un par de horas mas,
si el tiempo post-TCE sea inferior a las 48 horas, como fue el tiempo usado en el presente
estudio.

También se logr6 determinar cuales son las regiones del tejido cerebral mas vulnerables al
cultivo organotipico y a la lesion axonal difusa; y por tanto las més susceptibles de ser
valoradas cuantitativamente en los estudios futuros con farmacos.
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