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RESUMEN

La isquemia cerebral global lleva a fendbmenos fisiopatolégicos que causan dafio
irreversible a grupos neuronales de regiones especificas, su magnitudvaria
dependiendo dela duracion y severidad asi como de la vulnerabilidad selectiva de
estos grupos neuronales.

Ademas de los procesos de dafio, la isquemia también activa mecanismos que
contrarrestan el dafio y promueven la reparacion neuronal. Algunos de estos
mecanismos son mediados por factores neurotroficos como el factor neurotrofico
derivado del cerebro (BDNF) y el factor de crecimiento nervioso (NGF), se ha
mostrado una disminucién del dafio neuronal cuando se administra exbgenamente
o cuando se induce su expresion endogena. La progesterona (P4) ejerce efectos
neuroprotectores en varios modelos de dafo, mediada en parte por las
neurotrofinas como se ha demostrado en modelos de dafio traumatico al cerebro o
en medula espinal.

En el presente estudio se evalud el efecto de la progesterona en la expresion del
RNAm de las neurotrofinas BDNF y NGF asi como el receptor a BDNF el TrkB en
el hipocampo de ratas después de isquemia cerebral global. Grupos de ratas
macho Sprague-Dawley fueron tratados i.v. con progesterona (8mg/kg) (ISQ+P4) o
con su vehiculo (ISQ+VEH) a 15 min, 2, 6, 24, 48, 72 h después de un episodio
transitorio de isquemia cerebral global (15 min) y un grupo de ratas intactas se
utiliz6 como control. Se obtuvieron sus cerebros en fresco dos o siete dias
después de la isquemia, los homogenados de los cerebros se procesaron para
cuantificar el contenido del RNAm de las neurotrofinas y TrkB por Reaccion en
Cadena de la Polimerasa-transcriptasa Reversa (RT-PCR). La isquemia cerebral
global indujo a los dos dias un incremento en la expresion de BDNF (161.5%) y de
NGF (144.1%),asi como una reduccion de TrkB (85%) en comparacién con los
valores control. El tratamiento con progesterona incrementd la expresionde NGF
(215.7%) y previno la reduccién dela expresion del receptor TrkB revirtiéndolo a
173.3% del nivel control, dos dias después de la isquemia. En el séptimo dia
después dela isquemia, la expresion de los RNAmM’s evaluados disminuy6 a
valores similares a los del grupo control. Estos resultados sugieren que al menos

una parte de los efectos neuroprotectores de la progesterona en contra de la




isquemia cerebral global, puden estar mediados por la expresion de BDNF, TrkB y
NGF.
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ABSTRACT

Global cerebral ischemia leads to pathophysiological phenomena causing
irreversible damage to neuronal groups from specific regions, its magnitude
varying with the severity and duration of ischemia, and the selective vulnerability of
these neuronal groups. Besides damaging processes, ischemia also triggers
mechanisms counteracting injury and promoting neuronal repair. Some of these
mechanisms are mediated by neurotrophic factors as brain-derived neurotrophic
factor (BDNF) and nerve growth factor (NGF), decreasing neuronal injury when its
endogenous expression is increased or when exogenously administered.
Progesterone (P4) exerts neuroprotective effects in several models of damage,
mediated in part by neurotrophins as demonstrated on traumatic injury to the brain
and spinal cord. The aim of this study was to evaluate the effects of P4 on the
expression of the BDNF, NGF and the tyrosine-kinase-B receptor (TrkB) mRNA, in
the hippocampus of rats two or seven days after global cerebral ischemia. Two
groups of rats were treated i.v. with either progesterone (8 mg/kg) (ISCH+P4), or
its vehicle (ISCH+ VEH) at 15 min, 2, 6, 24, 48 and 72 h after a transient episode
of global cerebral ischemia (15 min). Brains were obtained at two or seven days
after ischemia and hippocampal homogenates processed for neurotrophins
MRNA’s by reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR). Global
cerebral ischemia induced an increase in the expression of BDNF (to 161.5%) and
NGF (to 144.1%) though with a slight reduction of TrkB (to 85% of control values).
P4 treatment enhanced the expression of BDNF (138.1%) and NGF (215.7%) and
prevented the TrkB reduction reverting it to 137.3% of the control, two days after
ischemia. By the seventh days after ischemia, expression of all MRNA’s evaluated
decreased towards control levels. Overall results suggest that the neuroprotective
effects of P4 against global cerebral ischemia, may be mediated by BDNF, TrkB

and NGF expression.
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INTRODUCCION
ISQUEMIA CEREBRAL

La isquemia cerebral es una alteracion cerebrovascular que se origina por la
reduccion del flujo sanguineo cerebral a valores por debajo de 10 ml/min/100 g de
tejido, con lo que se reduce el aporte de oxigeno y glucosa al cerebro. Aun cuando
la isquemia cerebral ocurra de manera transitoria, su permanencia durante varios
minutos, puede causar dafo irreversible a diversos grupos neuronales de regiones
cerebrales especificas, cuya magnitud variara de acuerdo a la vulnerabilidad
selectiva de estos grupos neuronales, asi como a la severidad y a la duracion de
la isquemia. La supresién o la reduccion del aporte sanguineo cerebral pueden
limitarse a una parte del cerebro (isquemia focal) o afectar a este érgano en su
totalidad (isquemia global) (Tabla 1). En los seres humanos, la isquemia focal
ocurre por la oclusién durante periodos prolongados, de una arteria distante al
circulo de Willis, muy frecuentemente la arteria cerebral media, de modo que en
este tipo de isquemia se localiza una zona central llamada nucleo, carente de
irrigacion sanguinea en la que el dafio neuronal es muy severo y una zona
periférica mas extensa denominada penumbra isquémica, donde persiste un
minimo de irrigacién sanguinea a través del flujo sanguineo colateral (Roine,1996)
(Fig.1). En esta zona de penumbra las estructuras cerebrales presentan diferentes
grados de hipoperfusion y por lo tanto, de dafio neuronal (Sarraf-Yazdi, 1999).
Dependiendo de la duracion de la isquemia focal, se le denomina accidente
isquémico transitorio si éste se revierte antes de las 24 horas o infarto cerebral si

la duracion de este episodio es superior a la 24 horas (Diez-Tejedor et al., 2001).




Figura 1. Representacién esquematica de las zonas afectadas por una isquemia global vs focal. A)
en la isquemia global todo el cerebro se halla en hipoperfusién sanguinea, pero hay zonas
selectivamente vulnerables, como las que aqui se sefialan. B) en la isquemia focal sélo el area

especifica del territorio de la arteria afectada se halla sin flujo sanguineo.

En un episodio de isquemia cerebral global, usualmente relacionado con un paro
cardiaco o con hipotension severa, todo el cerebro se encuentra expuesto a la
supresion o reduccion del flujo sanguineo y, por lo tanto, a los mecanismos
fisiopatoldégicos de dafio (Roine, 1996) (fig. 1). Sin embargo la reduccion del
suministro de oxigeno y glucosa al cerebro hasta concentraciones inferiores al
10% de lo normal, como ocurre durante la isquemia cerebral global aguda,
provoca dafio en estructuras cerebrales especificas consideradas como muy
vulnerables que se manifiesta principalmente por la muerte de neuronas, entre las
gue se encuentran las neuronas piramidales del cuerno de Ammon del hipocampo,
las neuronas piramidales de las capas lll y V de la corteza cerebral, las neuronas
espinosas del nucleo caudado y las células de Purkinje del cerebelo (Pulsinelli et
al., 1982; Kogure et al, 1988; Siesjo et al, 1995; Sarraf- Yazdi et al, 1999).

Este dafio provocado por la isquemia induce a su vez deterioro en aquellas
funciones cerebrales cuya integracion depende de las estructuras lesionadas. Asi,
tanto en modelos experimentales de isquemia global (Block, 1999) como en
individuos que han sufrido esta patologia (Zola-Morgan et al., 1986), por ejemplo
en relacion con un paro cardiaco y que ha dado como resultado un dafio al
hipocampo y a la corteza cerebral, se han descrito alteraciones cognoscitivas,

afectivas y conductuales que frecuentemente se manifiestan en estados de




depresiéon y ansiedad, asi como alteraciones en la capacidad de orientacion

espacial, la memoria de corto plazo y el aprendizaje motor, principalmente.

Tabla 1. Diferentes tipos de isquemia cerebral (Modificada a partir de Endres y Dirnagl, 2002).

ISQUEMIA GLOBAL

Permanente Estrangulamiento Inflamacidn cerebral
Paro circulatorio Muerte celular masiva
Ahogamiento

Transitoria Paro circulatorio con resucitacion Muerte celular tardia

(Isquemia/reperfusion) Ahogamiento con resucitacion Astrogliosis
Hipotension severa

ISQUEMIA FOCAL

Permanente Infarto hemisférico Pannecrosis

(Oclusién de la Arteria Cerebral
Media MCAOQ)

(oclusién trombdtica o embdlica

sin recanalizacion)

Inflamacién hemisférica

Transitoria prolongada

(MCAO/Reperfusién)

Infarto con recanalizacion
espontanea o terapia trombolitica

(Dafio por reperfusion)

Pannecrosis

Inflamacioén

Transitoria mediana

(MCAO breve/Reperfusion)

Ataque isquémico transitorio

Muerte celular tardia

Astrogliosis




FISIOPATOLOGIA DE LA ISQUEMIA

El metabolismo del cerebro depende exclusivamente del oxigeno y la glucosa que
recibe y llega a consumir 75 litros de oxigeno molecular y 120 g de glucosa por dia
(Endres y Dirnagl, 2002). Aunque el peso del cerebro es sélo el 2% del peso total
del cuerpo, el cerebro demanda el 20% de la perfusion total del cuerpo y el 20%

del consumo total de oxigeno.

La reduccion de la perfusion ain por tiempos cortos lleva a la falta de oxigeno y de
metabolitos energéticos y puede resultar en un dafio estructural. Hay valores
umbrales de perfusion variables, por debajo de las cuales se afectan las funciones

celulares y determinan si una célula sobrevivira al insulto o morira (Tabla 2).

TABLA 2. Umbrales de perfusion criticos durante la isquemia cerebral (Modificada a partir de Endres y

Dirnagl, 2002).
| UMBRALESDEPERFUSION (mg/g/min) que llevana: |
Pérdida de la sintesis de proteinas 0.55 mg/g/min
Glicdlisis anaerdbica 0.35 mg/g/min
Liberacién sinaptica de neurotransmisores 0.20 mg/g/min
Falla de energia metahdlica 0.20 mg/g/min
Despolarizacién andxica 0.15 mg/g/min

Diversos fendmenos fisiopatolégicos son inducidos por la isquemia cerebral global
aguda (ICGA) vy tienen lugar durante la isquemia y la reperfusion, asi como
durante dias y/o semanas después (Figura 2). Dentro de ellos, se encuentran: la
falla de energia debida a la supresion transitoria del suministro de oxigeno y de
glucosa que provoca la alteracion de los mecanismos membranales que
mantienen los gradientes idnicos intra y extracelulares; en consecuencia, ingresan
a las células grandes cantidades de Na* induciendo despolarizacién membranal
(denominada despolarizacion anodxica), el ingreso de Ca’" a través de canales
dependientes de voltaje y la liberacion de neurotransmisores incluyendo a los
aminoacidos excitadores glutamato y aspartato (White et al., 1996; Lipton, 1999;
Sarraf-Yazdi et al., 1999; Gwag et al., 2002; Mehta et al., 2007).




La accion de los neurotransmisores excitadores en sus receptores ionotropicos
postsinépticos, especialmente los receptores tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) y a-
amino-3-hidroxi-5-metil-4 isoxazolepropionico (AMPA), provoca la apertura de
canales de calcio y de sodio operados por ligando, dando como resultado un
ingreso masivo y por consiguiente laacumulacion intracelular de estos iones. Al
incrementarse las concentraciones intracelulares de dichos iones se provoca un
influjo secundario de cloro, con lo que aumenta la osmolaridad y la entrada de
agua, lo que puede provocar edema y ruptura de la membrana celular (Kogure et
al., 1988; Siesjo et al., 1995; Sarraf-Yazdi et al., 1999; Gwag et al., 2002). El calcio
intracelular también se incrementa por su liberacion a partir de los reservorios
intracelulares, como el reticulo endopldsmico y las mitocondrias (Choi, 1987;
Gwag et al.,, 2002) y por su parte, la sobrecarga de calcio a nivel mitocondrial
provoca la pérdida del potencial de la membrana de este organelo y la liberacion
de proteinas proapoptoéticas del espacio intermembranal hacia el citoplasma, como
por ejemplo, el citocromo c, una proteina de membrana soluble en agua y un
componente esencial de la cadena respiratoria mitocondrial; este citocromo c se
transloca desde la mitocondria al citosol en neuronas piramidales de CA1 después
de isquemia global (Sugawara et al, 1999). El citocromo c interactia con Ced-4
homologo de Apaf-1 y el trifosfato de desoxiadenosina formando el apoptosoma y
llevando a la activacién de la caspasa 9 (Kuida etal, 1998; Yoshida et al, 1998), la
cual es presuntamente un iniciador de la cascada de las caspasas dependiente de
citocromo c, lo que estimula a la caspasa 3, seguido por la activaciéon de las
caspasas 2, 6, 8 y 10. La caspasa 3 también activa a una DNAasa y esto lleva al
dafio del DNA.

La mitocondria esta involucrada en las vias de apoptosis y necrosis, las cuales
dependen de la severidad del dafio o dela naturaleza de las vias de sefalizacion
gue se activan (Fujimura et al, 2000; Green y Reed, 1998). Una isquemia severa
altera completamente la funcién mitocondrial para la producciéon de ATP lo cual
lleva a la muerte celular necrdtica. Las caspasas en la sefializacion rio abajo
escinden varias proteinas sustrato como la polimerasa de poli-ADP ribosa (PARP);

la escision de este sustrato causa dafio al DNA y acelerando subsecuentemente a




la muerte apotética. Una activacion excesiva de PARP causa deplecion de NAD y

ATP local lo que provoca una insuficiencia de energia y a la muerte.

El ingreso y la permanencia de cantidades anormalmente grandes de calcio libre
en las células desencadena un conjunto de alteraciones celulares progresivas que
pueden llevar al dafio neuronal irreversible y a la lisis de diversos componentes
estructurales de las neuronas, por la activacion de diversas proteinas efectoras
con actividad enziméatica, talescomo: la fosfolipasa A2 que hidroliza a los
fosfolipidos de las membranas celulares e incrementa los niveles de acidos grasos
libres como el araquidonico a partir del cual se producen leucotrienos y
prostaglandinas con una produccion concomitante de superoxido lo cual resulta en
un dafo al citoesqueleto; algunas proteasas, como las caspasas que degradan a
importantes proteinas estructurales y funcionales (Earnshaw et al., 1999; Chang y
Yang, 2000) y calpainas que participan en la inhibicién de la sintesis de proteinas;
endonucleasas que rompen las cadenas de ADN; y la sintasa del 6xido nitrico que
contribuye a la formacién de radicales peroxinitrito y otras especies reactivas de
nitrogeno las cuales, junto con especies reactivas de oxigeno, inician los
mecanismos de dafio por radicales libres caracteristicos de la reperfusion (White
et al., 1996; Sarraf-Yazdi et al., 1999; Gwag et al., 2002). Se ha mostrado que
especies reactivas de oxigeno (ROS) tienen una importante participacion en la
muerte neuronal por apoptosis en isquemia cerebral y reperfusion asi como en la

fisiopatologia de varios desérdenes neurologicos.

La reoxigenacion durante la reperfusion provee un sustrato para diversas
reacciones enzimaticas de oxidacion en compartimientos citosélicos o en
organelos subcelulares como las mitocondrias. La mitocondria produce radicales
anion superoxido ('O) y peréxido de hidrogeno (H20,), cuya produccion constante
es controlada por enzimas como la superéxido dismutasa (SOD), glutation
peroxidasa (GSHpx) y la catalasa; durante la reperfusion este sistema de defensa
antioxidativo enddégeno es probable que se perturbe como resultado de la
sobreproduccion de radicales libres por enzimas prooxidantes citosolicas y por la
mitocondria, de la inactivacion de los sistemas de detoxificacion, y del agotamiento
de antioxidantes en el tejido cerebral isquémico. Se ha demostrado que las ROS

estan involucradas en el dafio oxidativo a macromoléculas celulares provocando la
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peroxidacion lipidica, la oxidacion de proteinas y la oxidacion del DNA lo cual
contribuye al dafio isquémico cerebral (Hall y Braugher, 1989; Chan, 1994, 1996).
Vias de sefalizacion indirectas de ROS pueden causar también dafio celular en

isquemia cerebral y reperfusion (Chan, 2001).

Falla energética

Especies reactivas de oxigeno

Glutamato

Apoptosis

Acidosis

Despolarizaciones

Inflamacién post- isquemia

Minutos Horas Dias l
Tiempo después de la isquemia

Necrosis Apoptosis

FIGURA 2. Curso temporal de los principales fendmenos fisiopatolégicos desencadenados por la

isquemia cerebral, que pueden llevar a la muerte neuronal. Modificada a partir de Iadecola et al.
(1999).

VULNERABILIDAD NEURONAL SELECTIVA

Como se mencion6 anteriormente, no todas las areas cerebrales y todos los tipos
celulares son igualmente dafiados por la isquemia. Entre las neuronas mas
vulnerables a la isquemia se encuentran las neuronas piramidales del cuerno de
Ammon del hipocampo (CA) en particular las de las areas CA1 y CA2 vy el hilus
dentado del hipocampo, seguidas de las neuronas piramidales de las capas lll y V
de la corteza cerebral y las células de Purkinje del cerebelo. Entre las células
medianamente vulnerables estan las neuronas pequefias y medianas del cuerpo
estriado, mientras que las piramidales de CAS3, las neuronas granulares del giro
dentado y de las capas Il y IV de la corteza cerebral son poco vulnerables
(Pulsinelli, 1985). ElI dafio a las estructuras cerebrales mas vulnerables

(hipocampo, corteza cerebral, cuerpo estriado y cerebelo) lleva a la alteracion de
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funciones cognoscitivas como el aprendizaje y la memoria, en cuya integracion

participan de manera importante.

La duracion del episodio de isquemia pone de manifiesto diversos grados de
vulnerabilidad de las estructuras cerebrales; por ejemplo, algunas estructuras que
no se dafian con un periodo de 5 minutos de isquemia, si presentan un dafio ante

periodos de isquemia de mayor duracion (Wieloch, 1985; Kogure et al., 1988).

Se ha propuesto que la vulnerabilidad selectiva esta relacionada con varias

caracteristicas de las neuronas:

1) Una de ellas es su ubicacion dentro de redes vasculares, particularmente redes
microvasculares del cerebro, que son afectadas por la isquemia y esto resulta en
cambios en la distribucién del flujo sanguineo cerebral, con reduccién en el aporte
sanguineo, lo que pone a las neuronas de estas regiones especificas en riesgo de

dafio neuronal irreversible (Tsukahara, 1998).

2) Otra caracteristica relacionada con la vulnerabilidad selectiva de las neuronas
es la abundante innervacion excitatoria que reciben. En las areas mas vulnerables
se ha descrito la presencia de una mayor cantidad de receptores a glutamato, tipo
NMDA (N-metil-D-Aspartato), tipo AMPA/kainato con respecto a las areas de
menor vulnerabilidad (Wieloch, 1985). La activacion de los receptores AMPA
después de isquemia cerebral focal, la cual va acompafada por una elevacion
transitoria (30-60 min) de glutamato extracelular, ha sido propuesta como una
causa primaria de muerte neuronal (Benveniste, 1984; Takaji et al., 1993; Opitz
etal, 2000; Wang et al., 2002; Noh et al., 2005).

La subunidad GluR2 del receptor AMPA, presente en la mayoria de las neuronas,
lo hace impermeable al Ca™. La expresion alterada y por lo tanto la falta de
funcién normal de dicha subunidad resulta en neurotoxicidad por Ca®* dependiente
del receptor AMPA, lo que puede ser un mecanismo potencial para muerte
neuronal selectiva después del dafio por hipoxia-isquemia. De hecho, la expresion
y la funcion de esta subunidad parecen estar reducidas en neuronas vulnerables a
hipoxia-isquemia (Gorter et al., 1997; Pellegrini-Gampietro et al., 1992; Koh, 1990;
Benquet et al., 2008).
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De este modo, el dafio provocado por la isquemia a las neuronas piramidales
resulta de la excitotoxicidad causada por la liberacion presinaptica masiva de
neurotransmisoresexcitadores (glutamato y aspartato) o de la liberacion de éstos a
partir de las células gliales por la funcion alterada de los transportadores de
aminoacidos excitadores, que despolarizan intensamente a estas neuronas
causando un severo desbalance entre las entradas excitadoras e inhibidoras de
las neuronas. Asi por ejemplo, el dafio al area CA1 de hipocampo resulta de la
intensa descarga excitadora proveniente del area CA3, sin una adecuada
descarga de las interneuronas GABAérgicas (Johnston, 2000).Coincidiendo con
esto las neuronas piramidales de la neocorteza y del hipocampo son muy
vulnerables a la isquemia y a la excitotoxicidad provocada por NMDA (Beal et al.
1991; Freund et al., 1990).

3) La expresion de algunos genes y la presencia de algunas proteinas se han
relacionado con la vulnerabilidad a la isquemia. Por ejemplo, la proteina AP-1 se
eleva de manera transitoria 3 h después de la isquemia en regiones resistentes a
esta condicion (CA3) pero no en las neuronas piramidales de CA1, a excepcion de
aquéllas que sobreviven luego de una isquemia no letal o luego de inducir

tolerancia a la isquemia (Kapinya et al., 2000).

Por otra parte, las proteinas Bcl-2 y Bcl-xL se han encontrado principalmente en
neuronas del hipocampo que son resistentes a la isquemia como las de CA2, CA3
y el giro dentado, mientras que su concentraciéon es menor en CA1 y el subiculo
(Fudge, 2004), lo que se ha interpretado como relevante para contrarrestar la

apoptosis y para modular la permeabilidad de la membrana al calcio.

4) Entre otras proteinas relacionadas también con la vulnerabilidad a la isquemia,
se ha descrito que en las neuronas piramidales altamente vulnerables de CA1,
pero no en neuronas resistentes, ocurre una disminucion significativa del RNAm
de a-tubulina, una neuroproteina crucial para la restitucion estructural y funcional

de las neuronas, después de isquemia global (Kumar et al, 1993).
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HISTOPATOLOGIA DE LA ISQUEMIA CEREBRAL

Como resultado de los fenomenos fisiopatoldégicos mencionados, pueden ocurrir
lesiones histopatologicas, algunas de las cuales so6lo pueden observarse cuando
las alteraciones neuronales son irreversibles. Dependiendo de la severidad de la
iIsquemia, las neuronas pueden tener un dafo reversible que les permite sobrevivir
o bien dafio irreversible y muerte por procesos agudos (necrosis), muerte neuronal

tardia (apoptosis) o muerte autofagocitica (Lipton, 1999).

La apoptosis y la muerte celular autofagocitica, no son exclusivas de los procesos
de dafio sino que también estan involucradas en algunos procesos fisioldgicos
criticos en los organismos multicelulares, como son el desarrollo embrionario, el
mantenimiento de la homeostasis celular y durante el recambio del sistema
inmune (Galluzi et al., 2007). La apoptosis es un proceso activo en el que ocurre la
expresion de algunos genes y la sintesis y activacion de proteinas; se caracteriza
morfolégicamente por la condensacion del nucleo y del citoplasma, la
fragmentacién nuclear y la aparicion de agregados de cromatina condensada que
dan lugar a la formacion de cuerpos apoptéticos rodeados de membrana que
pueden a su vez ser posteriormente fagocitados sin desencadenar un proceso
inflamatorio.(Love, 2003; Elmore, 2003) Por otro lado, en la muerte celular
autofagocitica ocurre la formacion de autofagosomas que son el resultado de la
fusibn de los lisosomas con vesiculas membranosas que generalmente son

organelos celulares. (Chu, 2008).

La necrosis se diferencia de las otras dos por ser el resultado de una disfuncion
celular aguda, que en el caso de la isquemia ocurre en respuesta a los fenémenos
fisiopatoldgicos descritos anteriormente y es un proceso severo relativamente
pasivo, donde no se requiere la expresion de genes ni la activacion o sintesis de
proteinas. Morfolégicamente, la necrosis esta caracterizada porun incremento del
volumen celular y de los organelos, entre ellos las mitocondrias, con la ruptura de
las membranas plasmatica y nuclear y la posterior liberacién del contenido celular
al medio intercelular, la cual puede causar dafio en el tejido afectando a las células
vecinas al activar y atraer diversos tipos celulares al lugar de la lesion como

resultado de la liberacion de moléculas pro-inflamatorias (Lipton, 1999; Graham y
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Chen, 2001;Gwag et al., 2002; Love, 2003; Galluzzi et al., 2007; Mehta et al.,
2007).

El proceso de muerte neuronal isquémica resultante de la activacion de los
diferentes fendmenos fisiopatologicos puede ser dividido en dos etapas

principales:

Cambiosfuncionales y estructurales criticos, como incremento en la permeabilidad
de la membrana, disfuncién mitocondrial, disminucion de la sintesis de proteinas y
dafo al citoesqueleto; y estados finales de muerte celular, con la morfologia que

caracteriza a cada tipo de muerte neuronal (Lipton, 1999).

Las neuronas que son mas vulnerables a la isquemia pueden morir por necrosis
ante una isquemia severa, con alteraciones morfologicas evidentes desde las
primeras horas, pero tienen también la posibilidad de una muerte neuronal tardia,
pese a que tras la reperfusion presenten una morfologia y funciéon normales. La
muerte neuronal tardia suele presentarse horas o dias después de la
normalizacion del flujo cerebral local (Ferrer, 1999).

MECANISMOS DE SOBREVIVENCIA Y REPARACION ANTE LA ISQUEMIA

En modelos de dafio traumético e isquémico se ha demostrado que no todos los
compuestos cuya sintesis y liberacion son inducidas en la zona adyacente a la
lesion contribuyen a la muerte neuronal, sino que también existen otros que
participan en mecanismos de neuroproteccion o de reparaciéon (Leker y Shohami,
2002). En este caso, los compuestos mediadores de los diferentes fendmenos
poseen propiedades que dan lugar a la reduccién del dafio y podrian ser vistos
como mecanismos que tienden a contrarrestar el dafio traumatico o isquémico y a

promover y mejorar la reparacion neuronal.

Entre ellos, diversos factores de crecimiento o neurotrofinas son producidos en las
primeras horas después de ocurrir lesiones cerebrales, incluyendo el factor de
crecimiento nervioso (NGF), el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), el
factor neurotréfico derivado de la glia (GDNF), los factores de crecimiento

fibroblastico acido o basico (FGF), y miembros de la familia del factor de
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crecimiento transformante (TGF). Se cree que estos factores confieren proteccion
principalmente interfiriendo con las vias de la apoptosis y previniendo de esta
manera este tipo de muerte celular. Desafortunadamente, la secrecion de esos
agentes promotores de la sobrevivencia celular es limitada y usualmente no
pueden contrarrestar suficientemente los procesos concurrentes de muerte
neuronal, pero su identificacion puede apoyar el desarrollo de estrategias

terapéuticas que los promuevan.

Durante los procesos inflamatorios algunas de las citocinas secretadas por células
inmunes como IL-1, IL-4, IL-5, TNF-a, TGF-B, IFN-y pueden regular la produccion
y secrecion deneurotrofinas por parte de las células nerviosas. La expresion de
factores neurotroficos se incrementa después de un dafio cerebral, como parte de
la respuesta de los astrocitos a las citocinas y mediadores inflamatorios
secretados por células inmunes como células T y macréfagos, células B,
polimorfonucleares, mastocitos y monocitos, asi como también en la microglia.
Las neurotrofinas pueden disminuir la expresiéon de moléculas del complejo mayor
de histocompatibilidad, disminuir la expresion de moléculas co-estimulatorias,
regular la proliferacion de linfocitos T y B, aumentar la sobrevida de los linfocitos B
de memoria, favorecer la sintesis de inmunoglobulinas, estimular la diferenciacion
de monocitos a macréfagos y fomentar la actividad fagocitaria de los mismos.
Asimismo, las células del sistema inmune pueden expresar receptores para
neurotrofinas y éstas modular su funcion, de modo que durante un proceso
inflamatorio no solamente se limite la accién agresiva hacia el tejido sino que se
invierta el patrén inmune hacia una respuesta antiinflamatoria y reparadora
(Correale y Villa, 2004; Hohlfeld et al., 2000; Hohlfeld et al., 2006; Kerschensteiner
et al., 2003; Moale et al., 2000; Muhallab, 2002; Tabakman et al., 2004; Torcia et
al., 1996; Villoslada y Genain, 2004).

NEUROTROFINAS

El trabajo seminal de un grupo de embriélogos en los 50°s llevé al descubrimiento
y descripcién de una familia de proteinas llamadas factores de crecimiento o
neurotrofinas. Al contrario de las moléculas de sefalizacion y de las moléculas de

adhesion celular su expresion esta limitada fundamentalmente a las neuronas y a
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algunas otras estructuras diana no neuronales como los musculos (Purves, 1988).
Las neurotofinas (NT) promueven el crecimiento, sobrevivencia y diferenciacion
de neuronas en el sistema nervioso central y periférico, siendo fundamentales en
muchas facetas de la funcion de sistema nervioso central (SNC), con
participaciones criticas en la migracion, arborizacién dendritica, sinaptogénesis y
otras formas de plasticidad sinaptica dependientes de actividad. Todas las
observaciones biolégicas que se han hecho sobre las interacciones de las
neurotrofinas sugieren que la sefalizacion a través de neurotrofinas activa por lo
menos tres tipos diferentes de respuestas: supervivencia/muerte celular,
estabilizacion/eliminacion de sinapsis y crecimiento/retraccion de prolongaciones
(Purves, 1988).

Estos factores de crecimiento son sustancias que las neuronas requieren para
sobrevivir y diferenciarse; la caracteristica distintiva de estos factores de
crecimiento estriba en que actdan a concentraciones muy bajas. Quimicamente,
las neurotrofinas son heterodimeros de polipéptidos de bajo peso molecular, con
residuos altamente basicos, sintetizadas como precursores de 30-35 kDa (pro-
neurotrofinas) y son procesadas, cortadas en sitios aminoacidicos dibasicos
altamente conservados, ya sea dentro del compartimento celular (via
convertasas) o extracelularmente (via metaloproteasas 3, 7 y la plasmina) a
neurotrofinas maduras, generando asi a la proteina madura y adquiriendo
actividad biolégica (Mowla et al., 2001; Allen y Dawbarn, 2006). Usualmente se
sintetizan en estructuras inervadas; de ahi son liberadas y se unen a un receptor
de membrana de neuronas que se encuentran en contacto con ellas; se
internaliza el dimero y sufre un transporte retrégrado para luego modular la
activacion de factores de transcripciébn y como consecuencia, la sintesis de

diversas proteinas relacionadas con la funcion neuronal.

Ademas de estos efectos gendmicos de las neurotrofinas que se describiran en
detalle mas adelante, existen otros descritos en la literatura relacionados con la
modulacion de la neurotransmision y cuyos mecanismos de accion son mas
rapidos (cambios en la disponibilidad del Ca™ intracelular y en la excitabilidad de

las neuronas).
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Varias de las proteinas resultantes comparten algunas caracteristicas comunes
como: un numero de aminodcidos similar (118-120), pesos moleculares parecidos
(~12kDa), puntos isoeléctricos en un rango de 9-10, aproximadamente un 50% de
identidad en su estructura primaria, forman un dimero estable por una unién
quimica no covalente y poseen 6 residuos conservados de cisteina en la misma
posicion relativa, lo que da lugar a la formacion de 3 puentes disulfuro intracadena
(Maissonpierre et al, 1990, 1991; McDonald et al,1991) (Fig. 3). Cada molécula
estd caracterizada por un patron especifico de residuosbasicos o &acidos
cargados, expuestos en su superficie. Las diferencias entre las neurotrofinas son
particularmente evidentes dentro de los bucles que sobresalen del ndcleo de las
moléculas, los cuales estan formados por laminas beta (McDonald et al, 1995);
estos bucles permiten los principales contactos entre las neurotrofinas y sus
receptores especificos. Esta mezcla de similitudes estructurales se refleja en las

propiedades biologicas de las neurotrofinas (Lewin y Barde, 1996).

rRX YRR

A | MATURE PROTEIN
SIGNAL N-GLYC C C C C CC
SEQUENCE FRO-SEQUENCE Yy Vv vVvYy vv
18-24 AA 60-120 AA 120 AA
50% AMINO ACID IDENTITIES
pl ©9 - 10

NGF BDNF NT3 NT4/5

Figura 3. Estructura de las neurotrofinas. A) La regién carboxiterminal biolégicamente activa es
aproximadamente idéntica en las 4 neurotrofinas que incluye el patrén de 6 residuos de cisteinas
(C) que forman 3 puentes de cisteina bien conservados. B) En su forma madura forma
heterodimeros con un pliegue alargado caracteristico de proteinas de hojas  y con bucles que
sobresalen. (Modificado de Dechant y Neumann, 2002)
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Las neurotrofinas estimulan la sobrevivencia neuronal y estimulan procesos de
crecimiento durante el desarrollo (Barde, 1994; Huang y Reichardt, 2001) asi
como en el sistema nervioso maduro (Lee et al, 2005); estos efectos involucran
tanto acciones globales en la célula a través de una regulacion de la expresion
génica, como modificaciones locales del citoesqueleto axonal y dendritico (Miller y
Kaplan, 2001, 2003; Gehler et al, 2004). Las neurotrofinas conservan un fuerte
control regulatorio sobre la sobrevivencia neuronal, la expresion génica y la
funcién del sistema nervioso maduro (Lu et al., 2005) y ejercen efectos locales y

discretos sobre el citoesqueleto.

Las neurotrofinas actian a través de dos clases de receptores: los receptores
tirosincinasa (TrK) A, B o C, que presentan una alta afinidad hacia las
neurotrofinas maduras, y los p75, que presentan baja afinidad a las proteinas
maduras pero alta hacia las inmaduras o precursoras (Lu et al, 2005).

Estereotipicamene, el primer receptor Trk se descubri6 inicialmente como un
oncogen producto del gen Trk (tropomiosincinasa), una oncoproteina quimérica
de tirosincinasa presente en carcinoma de colon humano (Martin-Zanca et al.,
1986). La ulterior caracterizacion de la contraparte del protooncogen (TrkA) y dos
genes hermanos adicionales (TrkB y TrkC) (Martin-Zanca et al., 1989; Klein et al.,
1989; Lamballe et al., 1991) permitio la constitucionde una nueva subfamilia de
receptores Trk. Actualmente, la familia de receptores TrK a neurotrofinas consta
de tres miembros y uno de ellos agrupa a los 58 genes que codifican para
receptores TrK en el genoma humano (Robinson et al., 2000). Dentro de esos 58
genes, los receptores Trk tienen caracteristicas estructurales Unicas y son
ampliamente expresados en el sistema nervioso central y periférico, donde sus

acciones son particularmente complejas y diversas.

Los receptores Trk son proteinas transmembranales de superficie, que poseen
una actividad tirosincinasa intrinseca y sensible a un ligando. TrkA, TrkB y TrkC
comparten una organizacion comun tanto a nivel extracelular como intracelular.
Su dominio extracelular exhibe dos juegos distintos de motivos relacionados con
la adhesion celular: en el extremo amino terminal, arreglos de motivos ricos en

leucina (LRM) flanqueados por dos agrupamientos de cisteinas (Fig 4). Junto al
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segundo grupo de cisteinas, dos dominios consecutivos similares a
inmunoglobulinas (Ig) del tipo C2, se extienden hacia abajo a un solo dominio
transmembranal. En el lado interno de la membrana celular los receptores Trk
muestran un dominio tirosincinasa (TK) seguido por un extension corta
carboxiterminal. Mientras que sus dominios TK comparten una topologia similar
con otros receptores Trk, caracteristicas especiales permiten su clasificacion
dentro de los receptores Trk clase Il,definido por la presencia de una secuencia
consenso [DN]-[LIV]-x-Y-Y-R. La presencia clave de un dominio C2 similar a Ig,
dentro de su parte extracelular, permite a los receptores Trk unirse
especificamente a distintas neurotrofinas miembros de la familia del NGF. En
particular, el segundo dominio C2 similar a Ig es la interfase principal para la
selectividad y unién de NT, controlando la respuesta de TrkA, TrkB y TrkC a NGF,
BDNF/NT-4/5 y NT-3, respectivamente (Pérez et al., 1995; O’Connell et al., 2000;
Arévalo et al., 2001). Aparte del papel critico en la unién ligando-receptor, los
dominios C2 similar a Ig previenen una activaciéndescontrolada de los receptores
Trk, probablemente por repulsién reciproca de las formas monoméricas hasta la

unién del ligando.

Desde un punto de vista genético, el sistema receptor-ligando usado por los
receptores Trk para generar diversos efectos es relativamente simple. Ademas, su
activacion basica no es muy diferente de otros receptores TK, pues su
oligomerizacion es inducida generalmente por union de ligando, induciendo una
fosforilacién reciproca de sus residuos tirosina asociados dentro del bucle de
autofosforilacion, llamado también bucle de activacion. Asimismo, la dimerizacion
de receptores Trk inducida por neurotrofinas resulta en una autotransfosforilacion
y una rapida generacion de sitios de acoplamiento fosforilados para proteinas
citoplasmicas adaptadoras. Un denominador comun, las proteinas atraidas por los
residuos tirosina fosforilados, son aquéllas que contienen dominios PTB (union a
tirosina) y SH2 (homologos Src2). Las proteinas adaptadoras mejor
caracterizadas de los receptores Trk son Shc y Frs2; ambas interacttan con el
residuo Trk Y490, incluido dentro del motivo NPXY. Estas interacciones inician
cascadas de fosforilaciones centralizadas rio abajo activando las via Ras/Raf/Erk

y la via PISK/AKT, a las cuales se atribuyen los efectos bioldgicos clasicos de
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diferenciacion y sobrevivencia promovidas por NT/Trk. Otro sitio principal de
fosforilacion de tirosina se encuentra en el extremo carboxiterminal del
receptor,fuera del dominio tirosincinasa, donde el residuo Y785 recluta mediante
el dominio de union SH2 de la proteina PLCy, llevando a los mas complejos
efectos producidos por el sistema NT/Trk, la modulacion de la plasticidad

sinaptica.
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Figura 4. Dominios estructurales de receptores Trk y Trk relacionados de vertebrados e
invertebrados. Lymnaea: LTrk; Aplysia: ApTrkl; Drosophila: Dror, Off-Track (DTrk); amphioxus
(AmphiTrk); TrkA, TrkB, TrkC. Los modulos proteinicos y codigos de color se describen en el panel
derecho. La barra longitudinal representa la membrana citoplasmica que separa los dominios
extracelular (arriba) del dominio tirosin cinaca intratracelular (abajo).

Estos fendmenos no solo tienen influencia sobre el desarrollo neuronal, sino que
también actdan en neuronas maduras y particularmente en células nerviosas
dafiadas o en degeneracion (Lindvall et al., 1994; Tuszynski and Gage, 1995;

Lykissas et al., 2007; Song et al., 2009).

En el sistema nervioso adulto las neurotrofinas modulan o activan respuestas
sinapticas rapidas y causan cambios en la funcion de las sinapsis y en la
morfologia de las neuritas. Por consiguiente tienen influencia sobre funciones
integrativas como la conducta, aprendizaje, formacion de memoria y otras

funciones cognoscitivas (Bibel et al, 2000).
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En vista de los importantes efectos fisioldgicos que ejercen las neurotrofinas en el
cerebro y el sistema nervioso periférico, se les ha considerado como agentes
candidatos para el tratamiento de enfermedades neuroldgicas y psiquiatricas. Las
esperanzas en estas proteinas fueron promovidas por un gran numero de
estudios preclinicos que mostraron que la mayoria de las poblaciones neuronales
afectadas por enfermedades neurodegenerativasresponden a las neurotrofinas y
expresan los receptores a éstas, aunque no hay pruebas de que la falta de estas
neurotrofinas sea la causa involucrada en la manifestacion de alguna patologia

neurodegenerativa.

Los blancos celulares de las neurotrofinas incluyen neuronas afectadas por
enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson, esclerosis
amiotropica lateral y polineuropatias periféricas. Ademas, las neurotrofinas actian
sobre neuronas afectadas por otras patologias psiquiatricas y neurolégicas como
la isquemia, epilepsia, depresion y desordenes de alimentacion. Trabajos en
cultivos celulares y en modelos animales han aportado un sustento sélido a la
hipétesis de que las neurotrofinas previenen la muerte neuronal (Dechant y
Neuman, 2002).

Las neurotrofinas pueden inhibir o retrasar procesos degenerativos en neuronas
bajo numerosas condiciones experimentales. Mas audn, los niveles de expresion
de las neurotrofinas y sus receptores son modificados en situaciones
fisiopatoldgicas sustentando su participacion en las respuestas celulares a

procesos patoldgicos (Ferrer, 1999).

Ademas, las neurotrofinas tienen también varios papeles fuera del sistema
nervioso, en el desarrollo cardiaco, neovascularizacién o en la homeostasis del

sistema inmune (Reichardt, 2006).
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NGF

El factor de crecimiento nervioso (NGF) es la neurotrofina prototipo que definié las
funciones y propiedades de esta clase de factores de crecimiento. En el sistema
nervioso periférico los tejidos diana son tipicamente células no neuronales; actia
también sobre neuronas simpaticas asi como en neuronas sensoriales
involucradas en nocicepcion y sensibles a temperatura. Es sintetizado y liberado
de tejidos diana de neuronas simpaticas, de varios tipos de neuronas sensoriales
y de neuronas colinérgicas del cerebro basal anterior en el sistema nervioso
central, en las que promueve su sobrevivencia y funcionalidad (Chen et al., 1997).
Estas neuronas proyectan al hipocampo y se cree que son importantes en

procesos de memoria.

Se ha reportado una alta expresion del RNAm de NGF en varios tejidos
periféricos inervados por vias sensoriales y simpaticas incluyendo el conducto
deferente, corazoén, iris, piel, capsula esplénica, y la glandula submaxilar. Se
pueden observar cantidades mas pequefias en la glandula adrenal, testiculos,
higado y musculos esqueléticos (Heumann et al., 1984; Shelton y Reichardt,
1984).

El gen de NGF estd formado por cuatro exones y su transcripcién da lugar a la
sintesis de cuatro transcritos (A, B, C y D), debidos a la existencia de un doble
sitio de iniciacion de la transcripcidn y por procesamiento diferencial (“splicing”)
del pre-mRNA, siendo el principal transcrito de 1.35 kb (Selby et al., 1987). Se
traduce como un precursor largo conocido como pre-proNGF el cual contiene un
péptido sefal para la secrecion de la proteina (pre-péptido), que se escinde en la
traslocacién al reticulo endoplasmico para producir el homodimero precursor (pro-
NGF) de 50 kDa. La pro secuencia de 103 aminoacidos es entonces procesada
en la red trans Golgi por la proteasa furina en un sitio aminoacido dibasico
altamente conservado y resulta en la liberacion del dimero maduro de NGF de
26kDa (Shooter,2001). Otras proteasas aparte de la furina son capaces de
escindir al pro-péptido en el espacio extracelular (Lee et al., 2001; Bruno y Cuello,
2006).
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La proteina NGF esta constituida por un complejo pentamérico con una subunidad
a y dos subunidades B, todas asociadas no covalentemente y dos subunidades y.
La subunidad a tiene un peso molecular aproximadamente de 26 kDa y un punto
isoeléctrico de alrededor de 4.3. La funcion exacta de la subunidad a se
desconoce pero se cree que protege al NGF de la degradacion enziméatica. El par
de subunidades B (B-NGFm), es enteramente responsable de la actividad
biolégica del NGF (Greene et al., 1971), es un homodimero de 118 aminoacidos
gue presenta tres puentes disulfuro intracatenarios y que se mantienen unidas por
fuerzas no covalentes; el dimero tiene un peso molecular de 26.5 kDa y un punto
isoeléctrico de 9.3 (Angeletti y Bradshaw 1971; Barde, 1989).

Se ha propuesto que las subunidades a y B podrian estar vinculadas con la
regulacion de los procesos de liberacién y degradaciéon del B-NGFm y brindar
proteccién contra la accidonde proteasas (Longo et al., 1989). Cada subunidad vy
tiene un peso molecular de aproximadamente 26 kDa, un punto isoeléctrico de 5.5
y se sabe que es una estereopeptidasa especifica de arginina. Esta subunidad al
parecer tiene un papel en el procesamiento de NGF (Edwards et al., 1988;
Greene et al., 1969; Server y Shooter, 1976; Varon et al., 1968).

La secuencia aminoacidica y la secuencia del RNAm del NGF se ha caracterizado
y designado como una molécula altamente conservada que muestra grandes
homologias entre diferentes especies. Estudios moleculares han revelado que el
gen humano para NGF se localiza en el brazo corto proximal del cromosoma 1
(Francke et al., 1983, Scott et al., 1983). La estructura primaria del NGF de ratén
(NGFm) es muy similar a la del ser humano; s6lo 12 de 118 aminoé&cidos son
diferentes (Barde, 1989).

Todos los componentes necesarios para el adecuado proceso de maduracién y
secrecion del NGF se conservan en la secuencia del NGF maduro (Heymach et
al.,, 1996). El NGF sintetizado es inmediatamente secretado, siendo los niveles

intracelulares de NGF muy bajos (Furukawa et al., 1987).
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BDNF

El factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) fue el segundo miembro que se
describi6 de la familia de las neurotrofinas, el cual mostr6 promover la

sobrevivencia de una

subpoblacién de neuronas del ganglio de la raiz dorsal. Es una proteina con un
peso molecular aproximado de 27 kDa (en su forma dimérica); se encuentra
ampliamente distribuido en el sistema nervioso central de los mamiferos,

localizandose particularmente en el hipocampo y la neocorteza (Yao et al, 1997).

El BDNF comparte aproximadamente el 50% de homologia con NGF, NT-3 y NT-
4/5; cada neurotrofina consiste en un homodimero ligado en forma no covalente y
contiene: un péptido sefial, seguido de un coddn de iniciacion y una pro-region
gue contiene un sitio de glucosilacion ligado al extremo amino terminal.
Inicialmente producido como pro-neurotrofina, una convertasa de la pro-hormona
como la Furina digiere la pro-neurotrofina (PM ~ 30 kDa) a una neurotrofina
madura (PM~ 14kDa) (Chao y Bothwell, 2002). Las pro-neurotrofinas tienen
caracteristicas de unién y actividad bioldgica distintas en comparacion con las

neurotrofinas maduras (Lee et al, 2001).

El BDNF es sintetizado inicialmente como una proteina precursora (pre-pro
BDNF) en el reticulo endoplasmico. Después de una division del péptido sefal, el
pro-BDNF es transportado al aparato de Golgi para su empaquetamiento en
vesiculas secretoras constitutivas o reguladas. El pro-BDNF puede ser convertido
intracelularmente a BDNF maduro (BDNFm) en trans Golgi, por un miembro de la
familia de las proteasas subtilisina-kexina, la furina, o en los granulos de
secrecion inmaduros por proteinas convertasas (Mowlaet al, 1999). Por largo
tiempo se creyd que solo el BDNF maduro (BDNFm) es biolégicamente activo y
que el pro-BDNF, por estar localizado exclusivamente de forma intracelular, sirve
COmo un precursor inactivo. Sin embargo, observaciones recientes de la secrecion
de pro-BDNF y su conversion a BDNFm in vitro por la plasmina o por
metaloproteasas, sugiere que pro-BDNF puede ser biologicamente activo (Pang
et al., 2004), aunque la eficiencia de la ruptura intracelular del pro-BDNF al
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BDNFm es controversial (Matsumoto et al, 2008) y puede variar entre tipos
neuronales. Como ya se habia mencionado, los efectos neuronales de BDNF son
mediados a través del receptor de alta afinidad TrkB; la union a su receptor induce
una dimerizacion, fosforilacion y activacion del dominio tirosincinasa intracelular;
estos eventos inician varias sefiales complejas intracelulares de cascadas de

traduccion, que subsecuentemente inducen respuestas bioldgicas.

El gen del BDNF tiene cuatro exones 5’ (I-1V) que estan asociados con distintos
promotores, y un exon 3’ (V) que codifica a la proteina madura del BDNF (Metsis
et al, 1993; Timmusk et al, 1993). A partir del gen se forman ocho RNAm distintos,
con transcritos que contienen los exones I-1ll expresados predominantemente en

el cerebro y el exon IV en pulmoén y corazén (Timmusk et al, 1993).

A través del uso de promotores alternativos, sitios de empalme y poliadenilacion,
se pueden producir al menos 18 transcritos, cada uno de los cuales codifica para
una proteina BDNF idéntica. Aunque el significado de esta compleja organizacion
transcripcional es critica, una hipotesis es que provee multiples niveles de
regulacion, a través del uso de promotores alternativos, estabilidad diferencial de
RNAmM o localizacion subcelular diferencial del RNAm o de la proteina. Ademas
del uso de diferentes promotores, los transcritos de BDNF son poliadenilados en
uno de dos sitios llevando a tener dos poblaciones de RNAm: unos con un UTR 3'
corto y otros con un UTR 3' largo (Timmusk et al, 1993). Estos reservorios de
RNA'sse localizan en distintos compartimentos celulares de las neuronas, estando
los UTR 3' cortos restringidos al soma, mientras que los UTR 3' largos estan en
las dendritas, haciendo posibleuna transcripcién local (An et al, 2008), de modo
que parte de la proteina de BDNF en las dendritas proviene de la traduccién local
del RNAm dendritico. En el gen de BDNF los UTR 3' son usados para dirigir los
transcritos hacia las dendritas, donde son traducidos localmente y pueden actuar

promoviendo la remodelacion dendritica, en el desarrollo postnatal tardio.
DISTRIBUCION DE NGF Y BDNF EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Las neuronas que responden a NGF se pueden separar en dos grupos: neuronas

periféricas (derivadas de la cresta neural) y otras neuronas del sistema nervioso
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central. Las neuronas de la periferia incluyen neuronas adrenérgicas simpaticas y
neuronas sensoriales primarias (Cohen, 1960; Cohen, et al., 1956). La exposicion
a NGF resulta en la diferenciacion, extension dendritica y estimulacion de la
produccion de enzimas sintetizadoras de neuropéptido (Thoenen y Barde, 1980).
En el SNC, grupos selectos deneuronas colinérgicas parecen ser los principales
blancos de NGF (Gnahn et al., 1983); un aumento de la proliferacion y la
sobrevivencia son la respuesta a NGF exdgeno, de estas neuronas del SNC.

La expresion génica y la sintesis de NGF ocurren en mudltiples sitios tanto
periféricamente como en SNC. En algunos tejidos, la transcripcion del RNAm de
NGF se ha definido a nivel celular. La expresiéon de NGF ocurre en células de los
tubulos convolutos granulares de la glandula submaxilar de raton (Noji y et al,
1989; Salido, et al, 1988),asi como en células de musculo liso, células epiteliales,
fibroblastos y células de Schwann. Ademas de los tejidos ya mencionados, el
NGFse ha encontrado en ganglios adrenérgicos simpaticos y sensoriales de la
meédula espinal dorsal (Heumann et al, 1984; Korsching et al, 1985), lo que apoya

la idea de un transporte retrégrado a sitios activos de NGF.

A través del marcaje de canales de transporte retrogrado se han detectado
neuronas colinérgicas inmunoreactivas a NGF en el hipocampo, corteza, septo
medial, banda diagonal de Broca, nucleo basal de Meynert, bulbo olfatorio y en
interneuronas del estriado (Korsching et al, 1985; Whittemore et al., 1986). Las
cantidades mas grandes del RNAmM de NGF en SNC se localizan en el hipocampo
y la corteza asi como en regiones olfativas, los cuales representan blancos de
neuronas colinérgicas del cerebro basal anterior (Korsching et al, 1985; Large et
al, 1986); especificamente la capa de células granulares y piramidales de las
regiones hipocampales CAl y CA3 muestran una marca intensa del RNAmM de
NGF (Ayer-Lelievre et al., 1988; Whittemore et al, 1988).

El RNAmM de BDNF y de su receptor TrkB, al igual que la proteina BDNF y TrkB
tiene una amplia distribucion en el SNC (Merlio et al, 1993; Conner et al, 1997).
En el cerebro de rata adulta, el RNAmM de BDNF es expresado en el hipocampo,
septum, hipotalamo, corteza y en nucleos adrenérgicos del tallo cerebral (Castren
et al, 1995; Katoh-Semba et al, 1997). La inmunoreactividad a BDNF se ha
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encontrado en rata adulta principalmente en corteza cerebral, hipocampo, cerebro
basal anterior, estriado, hipotalamo, asi como en tallo cerebral y cerebelo
(Kawamoto et al, 1996), principalmente localizada en el soma, dendritas y axones,
aunque en amigdala, areas hipocampicas y corticales, como en la corteza del
cingulo, parietal y entorrinal, la inmunoreactividad se encontré en el ndcleo celular
(Wetmore et al, 1991).

RECEPTORES A NGF Y BDNF

Las diversas acciones de la neurotrofinas son efectuadas por su interaccion con
dos clases de receptores: los Trk (receptor tropomiosin cinasa) de la familia de

TRK’s (receptor tirosincinasa), y p75™' "

(receptor a neurotrofinas p75). Los
subtipos de receptores se unen a neurotrofinas maduras con diferentes
especificidades: TrkA se wune preferencialmente a NGF, TrkB se une
preferencialmente a BDNF y NT-4/5, en tanto que el TrkC muestra una preferencia
por NT-3. El receptor p75""Rune a todas las neurotrofinas con aproximadamente la
misma baja afinidad y se ha demostrado que une a pro-neurotrofinas con una alta
afinidad (Lee et al, 2001); este receptor puede también interactuar con varios
receptores incluyendo los Trk (Hantzopoulos et al, 1994), de sortilina (Nykjaer et
al, 2004) y de NOGO (Mi et al, 2004), siendo capaz de unir a otros ligandos
ademas de las neurotrofinas, como el virus de la rabia (Tefferau et al, 1998), el
péptido B-amiloide (Yaar et al, 1997) y péptidos prion (Della-Bianca et al, 2001). La
complejidad de este sistema de sefializacion de multiple ligando y mudltiple
receptor se pone en evidencia por las acciones opuestas delas neurotrofinas; por
ejemplo, se ha reportado que los receptores Trk promueven la sobrevivencia
neuronal y facilitan la eficacia en la transmision sinaptica, pero también hay
evidencia de que p75 tiene una participacion mediando la muerte celular y el

deterioro funcional.

La union de las neurotrofinas a los receptores TrK resulta en una dimerizacion del
receptor y una consecuente auto-transfosforilacion. La fosforilacion de tirosinas en
el bucle autorregulatorio activa al receptor cinasa, mientras que la fosforilaciéon de
otros residuos promueve la sefalizacion creando sitios de acoplamiento para

proteinas adaptadoras que acoplan al receptor a cascadas de sefalizacion
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intracelulares. Estas cascadas incluyen a la via de la cinasa activada por mitdgeno
Ras (MAPK), la via de la cinasa fosfatidil inositol-3-OH -Akt (PI3K/Akt) y la via de
la fosfolipasa C (PLC).

Los receptores TrkA se localizan principalmente en las neuronas sensoriales
(nociceptivas y termoceptivas) y simpéticas del sistema nervioso periférico, asi
como en las neuronas colinérgicas del cerebro basal anterior y el estriado. Las
neuronas del hipocampo, el talamo y el tallo cerebral expresan el TrkA, pero en
menor grado. Estos receptores se distribuyen homogéneamente en los somas y
prolongaciones de las neuronas (Toma et al., 1997).

Varias isoformas del receptor, dos cinasas de TrkA, difieren por la presencia de
seis residuos de aminoéacidos (VSFSPV) localizados en el dominio extracelular
cerca de la region transmembranal (Barrer et al., 1993; Horigome et al., 1993).
Ambas isoformas parecen tener propiedades biolégicas similares, pero diferentes
patrones de expresion; mientras que la isoforma TrkA que lleva la secuencia
VSFSPV se expresa principalmente en células neuronales, la otra isoforma se
encuentra en células de origen no neuronal (Barrer et al., 1993; Horigome et al.,
1993).

TkA-L kAl
NGF+ NGF— Isoform

NGF NGF -.rNGF NGF

Figura 5.Distintas isoformas del receptor a NGF el TrkA. Modificado de Broduer, 2009

Los receptores TrkB son proteinas altamente glicosiladas que poseen 12 sitios
potenciales de glicosilacion N-terminal en el dominio extracelular (Haniu et al,
1995). Las formas truncadas carecen de actividad tirosincinasa intracelular y
contienen distintas colas citoplasmaticas cortas (Klein et al, 1990; Middlemas et al,

1991). Diferentes isoformas de TrkB son originadas por splicing alternativo del
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RNAm de TrkB, generando al menos tres receptores diferentes con distintas
capacidades de sefializacion en roedores (Klein et al, 1989; 1990; Middlemas et al,
1991; Soppet et al, 1991): el receptor TrkB largo (TrkBFL) y dos formas truncadas
(TrkBT1y TrkBT2).

El receptor de alta afinidad TrkBFL se expresa exclusivamente en SNC (Klein et
al., 1990), mientras que en la glia central solo se expresa TrkBT1 (Armanini et al,
1995; Rudge et al, 1994; Wetmore et al, 1995). Los efectos fisioldégicos de las
isoformas TrkBT1 y TrkBT2 se desconocen pero se ha sugerido que pueden tener
al menos dos funciones principales: actuar como ligandos atrapando moléculas
para regular la disponibilidad local de neurotrofinas (Biffo et al, 1995; Fryer et al,
1997), o funcionar como receptores dominantes negativos de respuesta a
neurotrofinas por heterodimerizacion (Eide et al, 1996; Haapasalo et al, 2001;
Ninkina et al, 1996); sin embargo las formas truncadas también son
biol6gicamente activas pues estimulan sefales de traduccion. TrkBT1 ha mostrado
tener un papel directo en la sefializacion para la liberacién de Ca*™ dependiente de

inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) en células gliales (Rose et al., 2003).

TrkB-full ~ TrkB-T1  TrkB-Shc
BDNF+ BDNF+ BDNF+

Figura 6.Distintas isoformas del receptor a NGF el TrkA. Modificado de Broduer, 2009

TrkB en el SNC se localiza de ha sido en cuerpos neuronales, axones y dendritas
(Fryer et al, 1996), al igual que la proteina BDNF y su RNAm, en varias estructuras
como la corteza cerebral, bulbo olfatorio, hipocampo, talamo, hipotalamo, giro

dentado, estriado, septum y ganglios basales, sustancia nigra, cerebelo, neuronas
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motoras de la médula espinal y nucleos sensitivos del tallo cerebral (Yan et al,
1997). EI RNAm de TrkB se ha identificado también en esas estructuras,
especialmente en corteza frontal, corteza del cingulo, corteza entorrinal,
hipocampo e hipotalamo (Fryer et al, 1996). En el hipocampo se ha observado en
las neuronas piramidales de las regiones CA1-CA4, asi como en el cuerpo celular
y en las dendritas de las neuronas granulares del giro dentado. El BDNF y sus
receptores se han identificado en las mismas neuronas del hipocampo y la corteza
(Kokaia et al, 1993), lo que sugiere mecanismos autocrinos o paracrinos para las
acciones del BDNF en el SNC.

Las consecuencias biologicas de la expresion de p75 son controversiales, pero
este receptor puede mediar la apoptosis en neuronas en desarrollo en ausencia de
los receptores Trk. El p75 puede interactuar directamente con TrkA. TrkB y TrkC
tanto en el dominio extracelular como en el intracelular; esta interaccion puede
facilitar respuestas funcionales a las neurotrofinas (Hantzopoulos et al., 1994). La
expresion de p75 puede incrementar la sensibilidad de TrkA a concentraciones
bajas de NGF. Sin embargo, su expresion induce apoptosis en presencia de NGF
(Rabizadeh et al, 2006, Bunone et al., 1997).El efecto de p75 en la respuesta
celular a las neurotrofinas es compleja y puede depender de la concentracion del
ligando, la proporcién de receptores, el tipo celular en el que se exprese y el
estado de diferenciacion (Greene et al., 1995; Chao, 1992;Chao y Hempstead,
1995).

El receptor a neurotrofinas p75 activa mecanismos de sefializacion por una union
no covalente a moléculas intracelulares y los efectos celulares de su sefializacion
son diversos; en poblaciones de precursores neuronales como las de la retina y la
meédula espinal, puede causar muerte celular apoptética (Frade y Barde, 1998).
Méas aun, ejerce efectos locales regresivos sobre el crecimiento de neuritas
(Yamashita et al, 1999). Aunado a su papel como receptor sefializador individual,
también se une a los tres receptores Trk y su interaccion fisica puede modificar la
actividad tirosincinasa asi como la especificidad al ligando de estos receptores
(Bibel et al, 1998). De una manera reciproca los receptores Trk tienen un efecto

bloqueador en la sefializacion rio abajo de p75 (Majdan y Miller, 1999).
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El acoplamiento diferencial de las neurotrofinas a los subtipos de receptores que
activan vias de sefializacion, tiene consecuencias funcionales distintas. La
activacion de los receptores Trk permite la sobrevivencia neuronal, el crecimiento
axonal, la diferenciacion dendritica, y la induccion de LTP en el hipocampo; la
activacion de p75, en cambio, lleva a apoptosis neuronal, degeneracion axonal,
reduce la complejidad dendritica e induce la depresion a largo plazo (LTD) (Amaral
et al, 2007).

Un nivel de complejidad adicional viene de la union de las neurotrofinas al receptor
p75, en donde la activacion de este receptor esta acoplada a un grupo diferente de
cascadas de traduccion, como las vias de sefalizacion NF-kB y a c-Jun N-

terminal, cinasa-p53-Bax (Kaplan y Miller, 2000).

El receptor p75 ejerce sus efectos locales sobre el crecimiento de neuritas
interfiriendo con la actividad de RhoA (Yamashita et al, 1999); otra via activada por
este receptor via ceramidas, lleva a la hidrdlisis de esfingomielina (Dobrowsky et
al, 1995; Dobrowsky y Carter, 1998) y a la activacion del factor NF-k (Carter et al,
1996). Esta via puede servir como una sefial antiapoptética balanceando la
activacion de las cascadas de muerte celular (Hamanoue et al, 1999; Goldhawk et
al, 2000).

La composicion precisa de la via de muerte activada por p75 queda por ser
establecida. La evidencia genética y bioquimica involucra a varias proteinas
identificadas recientemente, que interaccionan entre si (Bibel y Barde, 2000).
Efectos rio abajo pueden incluir a la caspasa 3 (Agerman et al, 2000), la activacion
del complejo INK-MAPK (Yoon et al, 1998), asi como la activacion de p53 y p73
(Aloyz et al, 1998; Pozniak et al, 2000).

NEUROTROFINAS Y DANO CEREBRAL

El dafio al cerebro provocado por la actividad epiléptica, trauma, estrés sostenido,
coma hipoglicémico, convulsiones e isquemia del cerebro anterior, incrementa la
expresion de BDNF en el sistema nervioso central (Lindvall et al, 1994). La
liberacion de glutamato y el influjo de Ca™" son los factores mas importantes que

provocan un incremento de BDNF durante el dafo al cerebro (Lindvall et al,
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1994). Esto se ha visto en el hipocampo, la amigdala, la corteza cerebral, la
corteza piriforme y la neocorteza. Se ha propuesto que los efectos funcionales de
las neurotrofinas inducidas por dafo al sistema nervioso central proveen
proteccion contra el dafio neuronal y estimulan la ramificacion dendritica y la
reorganizacion sinaptica (Lindvall et al, 1994). El BDNF esté incluido entre los
factores protectores que promueven el fenédmeno de resistencia conocido como
‘resiliencia” de las células del cerebro, permitiéndoles asi enfrentar los cambios

agresivos.

Como se menciond antes, el hipocampo es la estructura con mayor vulnerabilidad
a la isquemia en la cual se han reportado alteraciones rapidas en los niveles de la
proteina BDNF después de isquemia focal sostenida (Miyake et al, 2002), y en
isquemia global transitoria del cerebro anterior (Kokaia et al, 1996; Lee et al,
2004, Lee et al, 2008). Asimismo, se han mostrado incrementos significativos del
RNAmM del BDNF como consecuencia de isquemia global en ratas, gerbos y
ratones, con incrementos significativos dentro de periodos muy cortos como 30
minutos, 2, 6, y 12 horas; en periodos posteriores como 24, 48 horas y sobre todo
a 7 y 14 dias. Esta expresion tiende a regresar a niveles control o disminuyen los
niveles del mensajero de esta neurotrofina en periodos posteriores (Katoh-Semba
et al, 2001;Kokaia et al, 1994, 1995; Takeda et al, 1993; Tsukahara et al, 1998;
Lindvall et al, 1992; Schmidth-Kastner et al, 2001; Himeda et al, 2006; Lee et al,
2002). También se mostré un incremento de esta neurotrofina cuando se les
administré un farmaco neuroprotector (Uchino et al, 1997; Wang et al, 2006; Zang
et al, 2006; Miyata et al, 2001; Caoet al, 2011; Kim et al 2009) o se realiz6 alguna
maniobra neuroprotectora como hipotermia, pre-condicionamiento isquémico o
exposicidbn a ambientes enriquecidos (Moller et al, 1998; Truettner et al, 2002;
Lee et al, 2008; D’ Cruz et al, 2002; Ostrowsky et al, 2008) pero este incremento
en la expresion tanto del RNAmM como de la proteina no se pueden mantener por

mucho tiempo para contrarrestar el dafio ocasionado por la isquemia.

Se ha mostrado que el tratamiento con BDNF es neuroprotector tanto en isquemia
global como en focal en modelos de ratas a los que se les inyectdé en cerebro
(Beck et al, 1994; Yamashita et al, 1997; Schabitz et al, 2000; Kiprianovaet al,

1999) o en ratas a las que se les administré algan farmaco neuroprotector o se
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intentaron maniobras neuroprotectoras que resultaron en un incremento en la
expresion de BDNF (Qu et al, 2010; Salazar-Colocho et al, 2008; Wang et al,
2006; Miyata et al, 2001; Zhang et al, 2006; Cao et al, 2011; Truettnner et al,
2002; Kim et al, 2009). Por el contrario, disminuciones en la expresion del RNAm
de BDNF en regiones discretas del cerebro estan asociadas con atrofia 0 muerte
neuronal (Murer et al, 2001). El estrés también modifica los niveles del RNAm de
BDNF en el hipocampo (Marmigere et al, 2003; Smidth, 1996; Smith et al, 1995;
Watson et al, 1999). El hipocampo es una region cerebral particularmente
vulnerable a varios tipos de dafio y es una estructura cerebral muy importante
para el aprendizaje y memoria espacial asi como para la memoria declarativa
(Eichenbaum, 1997; Eichenbaum, 1981).

Evidencia sustancial sugiere que entre otras funciones el NGF actua protegiendo
neuronas en respuesta a un dafio severo y que la sefializacién de éste facilita el
crecimiento y la reparacion de neuritas. El NGF promueve sobrevivencia y
crecimiento en células que expresan TrkA a través de la activacion de las vias
PISK/AKT y Ras/MAPK (Grewal y cols.,1999; Kaplan y Miller, 2000). EI NGF se
incrementa a las 12h en CA1l, CA3/giro dentado (Takeda, 1993) después de

isquemia cerebral y a los dos dias los niveles se disminuyen.

La progesterona y el estradiol tienen la capacidad de regular la sintesis del
mensajero y la proteina de NGF de forma variable entre algunos 6rganos (Bjorling
y cols., 2002).

Se ha demostrado que el NGF protege contra muerte neuronal y la administracion
de NGF exogeno ha mostrado prevenir o reducir significativamente déficits
neuroldgicos después de dafio hipéxico/isquémico (Sofroniew y cols., 2001). En
dafio traumatico en la corteza, la progesterona demostré incrementar los niveles
del NGF lo que se relacion6 con mejoras en la recuperacion de la conducta, en
otros trabajos se ha mostrado que el incremento de NGF se correlaciona con
beneficios post trauma como la atenuacion de muerte de neuronas colinérgicas en
cerebro basal anterior (Chen y cols., 2005; Mahmood y cols., 2002), promueve el
crecimiento axonal en sustancia blanca (Pettigrew y cols., 2007), reduce la
pérdida neuronal inducida por axotomia (Tuszinky y Gaje, 1995) e inhibe la
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apoptosis neuronal, todos estos factores pueden ser modulados por la

administracion de P4.
ESTRATEGIAS FARMACOLOGICAS DE NEUROPROTECCION

El dafio neuronal por isquemia se puede reducir mediante la administracion previa
o inmediata (dentro de los primeros minutos a partir del episodio de la isquemia)
de farmacos que disminuyan o contrarresten uno o varios de los mecanismos
fisiopatologicos que esta condicion desencadena (como revision, véase
Letechipia et al, 2004; Cervantes et al., 2012).

De este modo, el dafio especifico a las neuronas piramidales de algunas areas
del cuerno de Ammon del hipocampo, como las de CAl y el Hilus del giro
dentado, y en menor grado las de CA2 y CA3, se han utilizado como un indicador
de la severidad del dafio por isquemia global, en tanto que la preservacion de la
neuronas piramidales de las regiones selectivamente vulnerables a la isquemia,

es un indicador del efecto neuroprotector del farmaco utilizado.
ANTECEDENTES

Entre los muy diversos agentes que se ha demostrado que reducen la magnitud
del dafio cerebral en modelos experimentales de isquemia focal o global, asi
como en otros modelos de dafio in vivo e in vitro, se encuentra la Progesterona
(P4) (Gibson et al., 2008; Gibson et al., 2009; Herson et al., 2009; Hoffman et al.,
2006; Hu et al., 2009; Sayeed and Stein, 2009; Schumacher et al., 2007; Singh,
2012; Stein, 2008; Vagnerova et al., 2008) (Jiang y cols., 1996; Chen y cols.,
1999; Sayeed y cols., 2007; Gonzalez-Vidal y cols., 1998; Cervantes y cols., 2001,
Morali y cols.,2005; Morali y cols., 2011), la cual tiene diversos mecanismos
celulares de accion, algunos de ellos mediados por su conversion a uno de sus
principales metabolitos, la 5a,3a-alopregnanolona. Sus efectos neuroprotectores
se han atribuido principalmente al incremento de la actividad GABAérgica
inhibidora, que contrarresta el dafio ocasionado por los neurotransmisores
excitadores; a sus acciones antioxidantes que reducen el dafio oxidativo; a la
disminucion de la liberacion de citocinas inflamatorias; y a sus acciones
antiapoptoticas (Lambert et al., 1999; Singh, 2005; Stein, 2005; Stein et al., 2007).
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En modelos de dafio traumatico al cerebro se ha demostrado que la progesterona
reduce el dafio neuronal (Jones et al.,1997; Roof y Hall, 2000; Roof y cols., 1994),
la actividad de la caspasa 3 y la fragmentacion del DNA (Djebaili et al., 2004,
2005), y aumenta la expresion del gen antiapoptotico Bcl-2 en corteza cerebral
(Yao et al.,, 2005). La progesterona ha demostrado también tener efectos
neuroprotectores in vitro, en neuronas del hipocampo en cultivo contra el dafio por
FeSO4 y B-amiloide (Goodman et al., 1996) y glutamato (Nilsen y Brinton, 2002;
Nilsen y Diaz-Brinton, 2003).

En modelos de isquemia cerebral focal, el tratamiento con progesterona reduce la
extension del infarto cerebral y mejora la recuperacion neurologica de ratas o de
ratones, evaluados en los primeros dias o hasta 21 dias después de ser
sometidos a la oclusion transitoria 0 permanente de la arteria cerebral media
(Chen et al., 1999; Ishrat et al., 2009; Jiang y cols., 1996; Sayeed et al., 2007).

Los efectos neurotprotectores de la progesterona en isquemia cerebral global han
sido demostrados tanto en un modelo de paro cardiorespiratotrio en gatas, como
en un modelo de oclusion de los cuatro vasos (4-OV) en ratas. En ambos casos,
el tratamiento con P4 ha permitido una recuperacion neuroldgica adecuada de los
animales después de la isquemia y una mejor ejecucion en pruebas de
aprendizaje y memoria espacial, en comparacién con animales sin tratamiento y
ha preservado al menos parcialmente la poblacion de neuronas piramidales del
area CA1 del hipocampo y sus caracteristicas citoarquitectonicas incluyendo las
arborizaciones y las espinas dendriticas (Gonzalez-Vidal et al., 1998; Cervantes et
al., 2001; Morali et al., 2005; 2011; 2012). También se han evaluado sus efectos
en modelos de isquemia global en ratas ovariectomizadas y en ratones, y se ha
demostrado que reduce algunos indicadores de dafio oxidativo e inflamatorio, asi

como el edema (Aggarwal et al., 2008; Ozacmak y Sayan, 2009).
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar los efectos de la administracién de progesterona post-isquemia sobre la
expresion del RNAm de BDNF y NGF asi como del receptor TrkB en cerebro de
ratas sometidas a isquemia cerebral global aguda.

OBJETIVOS PARTICULARES

1) Analizar los efectos de la administracion de progesterona post-isquemia
sobre la expresion del RNAm de BDNF, de NGF y del receptor TrkB, en el
cerebro de ratas sometidas a isquemia cerebral global aguda, a los 2 dias
post-isquemia.

2) Analizar los efectos de la administracién de progesterona post-isquemia
sobre la expresion del RNAm de BDNF, de NGF y del receptor TrkB, en el
cerebro de ratas sometidas a isquemia cerebral global aguda, a los 7 dias

post-isquemia.

HIPOTESIS

La administracion de progesterona post-isquemia incrementara la sintesis del
RNAmM de BDNF, de NGF y de TrkB a los dos y siete dias post-isquemia en ratas

sometidas a isquemia cerebral global aguda.

36

——
| —



METODOS

Se utilizaron ratas macho adultas (5-6 meses de edad), de la cepa Sprague—
Dawley, que se mantuvieron en jaulas individuales (20x25x42 cm) en un cuarto
con ciclos de luz:oscuridad de 12:12h (luz de 06:00 a 18:00) y temperatura
(22+2°C), controlados.

Las ratas se dividieron en tres grupos experimentales:

1.- INTACTO (INT), grupo de ratas intactas (n=6), de la misma edad que las

experimentales, sin ser sometidas a ninguna manipulacion.

2.- ISQ+VEH, grupo que se sometido a un episodio de isquemia cerebral global
aguda mediante el modelo de oclusion de los cuatro vasos (4VO) y tratado con el
vehiculo de progesterona (0.5 ml, iv), a los 15 min, 2, 6, 24, 48 y 72 horas post-
isquemia. (Ratas evaluadas 2 dias post-isquemia, n= 6; ratas evaluadas 7 dias

post-isquemia, n=6).

3.- ISQ+P4, grupo que se sometié a un episodio de isquemia cerebral global
aguda mediante el modelo 4VO vy tratado con progesterona soluble en agua
(complejo de progesterona con [3- ciclodextrina, Sigma Chemical Co., San Luis.
MO, EEUU), 8 mg/kg, iv, a los 15 min, 2, 6, 24, 48 y 72 horas post-isquemia.
(Ratas evaluadas 2 dias post-isquemia, n= 6; ratas evaluadas 7 dias post-

isquemia, n=5).

MODELO DE ISQUEMIA CEREBRAL GLOBAL AGUDA

El episodio de isquemia cerebral global aguda se indujo utilizando el modelo de
“oclusién de los cuatro vasos” siguiendo el procedimiento previamente descrito
por otros autores (Pulsinelli y Brierley, 1979; Pulsinelli y Buchan, 1988). Bajo
anestesia con xilazina (10 mg/kg, im) y ketamina (90 mg/kg, im) se hizo una
incision en la piel de la nuca por detras del hueso occipital y se separaron en la
linea media los musculos de la nuca hasta lograr el acceso a las apdfisis
transversas de la primera vértebra cervical. Se localizé6 en cada una de ellas, la

arteria vertebral en su punto de emergencia a través del foramen alar y se
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cauterizdO con un electrocauterio manual, con lo que quedaron ocluidas

permanentemente (fig. 7).

Figura 7. Vista dorsal de la porcién posterior de un craneo de rata y de la primera y segunda
vértebras cervicales. Abreviaturas: a, foramen alar de la primera vértebra cervical; v, arterias
vertebrales en su trayecto rostral a través del canal vertebral y por debajo del foramen alar.
Tomado de Pulsinelli y Brierley (1979).

A través de otra incision en la region ventral del cuello, se tuvo acceso a las
arterias carotidas comunes, se aislaron del nervio vago, se dejaron referidas
mediante una porcion de hilo de seda calibre 3-0 para su acceso dos dias
después (figura 5). Se introdujo un hilo de seda quirurgica gruesa calibre 0 a
través de la incision ventral del cuello, el que se hizo pasar por detras de la
traquea, esdfago, arterias carétidas comunes y nervios vagos. Los cabos del hilo
se pasaron por debajo de la piel hasta la nuca de modo de salir por un punto de la
incision dorsal y se anudaron para evitar su retraccion. A través de esa misma
incision se localizé la vena yugular izquierda, se disecté una porcién de ella, de
aproximadamente 1 cm y se ligd el extremo distal con hilo de seda (3-0)
ocluyendo el flujo. El extremo proximal se rodeé con otro hilo de seda (3-0) y se
realizd una incisién en la vena, por donde se insertd un catéter de polietileno (PE
50) de 15 cm de longitud previamente lleno con solucién salina, el cual se sujetd
firmemente en el interior de la vena apretando y anudando el hilo que la rodeaba.
El extremo libre del catéter se hizo pasar por debajo de la piel hasta salir por la

incision de la nuca y se anudo sobre si mismo para cerrarlo. Se dejé este catéter
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a permanencia para la posterior administracion de los tratamientos

correspondientes a cada grupo. Se suturaron las heridas.

Figura 8. Representacion esquematica de los procedimientos realizados y de la ubicacion
anatomica de las arterias vertebrales y carétidas localizadas en la primera fase de la oclusién de
los cuatro vasos. A) incision ventral en el cuello de la rata. . B) origen y trayectoria de las
principales arterias que irrigan al cerebro y que son ocluidas para provocar isquemia global por el
modelo de “oclusién de los cuatro vasos”, C) representacion esquematica de la oclusion de las
arterias carotidas comunes. Tomado de (A) Roda, 1998; (B) Oliveira, 2005; (C) Academic Press Inc
2% ed.

Dos dias después, bajo anestesia con sevofluorano (2% en O;) se retrajo el hilo
de seda en la nuca y se torcid para comprimir los musculos cervicales y
paravertebrales y con ello la red vascular que se encuentra entre esos musculos,
para evitar el flujo sanguineo colateral que llega al cerebro a través de ella. Se

abrio la incisidon ventral del cuello y se localizaron las carétidas comunes.

Bajo estas condiciones y observado bajo un microscopio de cirugia se ocluyeron
estas arterias utilizando clips quirdrgicos microvasculares, se retird la anestesia y
se mantuvo la oclusién durante 15 o 20 min para provocar la isquemia (figura 9).
Al terminar este periodo se retiraron los clips y se suspendié la compresion de la
musculatura paravertebral. Se registré en forma continua la temperatura corporal

durante todo el procedimiento y se mantuvo entre 35.5y 37.5 °C con el uso de un
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cojin eléctrico. Se verificd bajo el microscopio la suspensién del flujo sanguineo

durante la oclusion de las cardtidas y su restitucion al retirar los clips.

Figura 9. Inducciéon de la isquemia cerebral global por oclusién de las cardtidas comunes
mediante clips quirtrgicos durante 15 o 20 min. La rata permanece inconsciente durante ese
periodo.

Fue un requisito del modelo, que la rata permaneciera inconsciente todo el
periodo de oclusion y por lo menos 20 minutos después de éste, como indicador
de la severidad de la isquemia. Al terminar los procedimientos quirurgicos se
mantuvo a cada rata unos cuantos minutos en observacion, se registré la
recuperacion del estado de conciencia tomando como indicador el reflejo de
enderezamiento y luego de su recuperacion se suturo la herida bajo anestesia con

sevofluorano.

Quince minutos después del episodio de isquemia y a los tiempos mencionados
anteriormente se les administrd el tratamiento via intravenosa correspondiente a

cada grupo y se vigild su recuperacion.
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OBTENCION Y PROCESAMIENTO DE LOS CEREBROS

EXTRACCION DE RNA

Para la cuantificacion del RNAm los cerebros se obtuvieron en fresco por
decapitacion y se congelaron inmediatamente en hielo seco y se mantuvieron a -
72°C hasta su procesamiento. Una vez reunidas todas las muestras de los grupos
experimentales se realizé una diseccion en la cual se colocé el cerebro congelado
sobre su parte dorsal sobre una caja de Petri con hielo seco para mantener al
cerebro en congelacion; basados en imagenes del atlas del cerebro de ratas se
realizaron cortes con una navaja de modo de obtener una rebanada de
aproximadamente 3 mm de la zona correspondiente al hipocampo dorsal, entre
las coordenadas Bregma —2.30 a Bregma —4.52 de acuerdo con el atlas de
Paxinos y Watson (1986).
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Figura 10. Esquema representativo del hipocampo, A) esquema del hipocampo en cerebro de
rata, B) representacion de la rebanada que contiene al hipocampo dorsal evaluado en este trabajo

Se realizé la extraccion de RNAm total por medio de la técnica de Tiocianato de
guanidina (Chomczynski y Sacchi, 1987). El hipocampo se descongelé y se le
adiciond un volumen de 500 ul de una mezcla de solucion D y B-mercaptoetanol
para hacer un homogenado por medio de un sonicador (Sonics Vibra Cell

Ultrasonic Procesor). Después al homogenado se le adiciond en el siguiente
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orden: 1 volumen de fenol saturado, 1/10 de volumen de acetato de sodio y 3/10
de cloroformo isoamilico, pasando por vortex en cada paso y se dejaron reposar
por 15 min en hielo; después la mezcla se centrifugd 20 min a 10000 rpm a 4°C,
se recuperé a fase acuosa y se adiciond un volumen de isopropanol frio; se
guardaron las muestras a -20°C toda la noche. Al siguiente dia se hizo un
centrifugado a 13800 rpm a 4°C por 30 minutos, se decanto el sobrenadante
(isopropanol) y el precipitado se resuspendié en etanol al 75% y se centrifugd a
10000 rpm a 4°C por 20 minutos (3 veces). Al final del ultimo lavado se decantd el
sobrenadante de etanol y el precipitado se secé en un savant por 5 minutos, una

vez seco el pellet se mantuvo en refrigeracion a -20°C.

Al siguiente dia el precipitado se resuspendié en H,O/DEPC para hacer lecturas
de la pureza del RNA extraido, en un espectrofotometro a 230-260-280 nm; si la
relacion 260/230 fue menor a 1.5, indicando que aun contenia sales entonces se
le agregod acetato de sodio y después etanol al 75% y se almacen6 a -20°C vy al
siguiente dia se lavd y se realizaron lecturas nuevamente. Se evaluo la integridad
del RNAm extraido por electroforesis en un gel de agarosa al 1% a 50V-100 A por
una hora; el gel se revel6 en bromuro de etidio y se adquirié la imagen en un
transiluminador UV. Una vez teniendo el RNA extraido se inactivd por 5 min en
bafo maria a 65°C y se hizo la transcripcion a cDNA en bafo maria a 37°C por
dos horas con la siguiente mezcla: H,O/DEPC, buffer, DTT, dNTP’s, oligo poli T,

transcriptasa reversa.

RT-PCR

Se realizaron estandarizaciones a diferentes condiciones, temperaturas y numero

de ciclos para BDNF, TrkB y NGF y el control de carga utilizado p-actina.

Para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) primero se inactivd el RNAm
en bafio maria a 65°C por 5 minutos y luego se colocaron en hielo, se hizo la

siguiente mezcla para PCR:
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La PCR se realizé en un termociclador Ependorf con los siguientes programas: se
realizaron ciclos de los oligos usados en este trabajo (tabla 3). BDNF de 27 ciclos,
TrkB 25 ciclos, NGF 30 ciclos todos con 25umol a 64°C, para B-actina 23 ciclos,
25umol a 64°C; cada ciclo consta de 3 temperaturas, la primera es de 94°C fase
de desnaturalizacion, la segunda temperatura es de 64°C fase de unién de las
sondas a sus secuencias complementarias y por ultimo una temperatura de 72°C
fase de elongacion de la cadena complementaria por la taq polimerasa. Una vez
terminada la PCR se corrié el RNAm en un gel de agarosa al 2% por 40 min a
50V-100 A, se revelaron en bromuro de etidio y se observaron en un
transiluminador UV, se capturaron con un programa de analisis de imagenes y por
ultimo se semicuantificd. En la tabla 3 se muestran las secuencias de los oligos

utilizadas en la PCR sintetizados en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

Tabla 3. Secuencias de oligos usados para PCR

GEN SECUENCIA SENTIDO SECUENCIA ANTISENTIDO

BDNF AGGACGCGGACTTGTACACT GCTGTGACCCACTCGCTAAT

TrkB CTACCTGGCATCCCAACACT AGCCGCTCCTTGTCTTGTTA

NGF CCAAGGACGCAGCTTTCTAT CTCCTGTGAGTCCTGTTGAA

B- actina GACGATGCTCCCCGGGCTGTATTC TCTCTTGCTCTGGGCCTCGTCACC

En la tabla 4 y en la figura 11 se muestran los ciclos y condiciones para cada oligo

evaluado en este trabajo.
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Tabla 4. Condiciones y numero de ciclos de amplificacion para cada gen.

OLIGO T(°C) | pMol/ul | Ciclos
BDNF 64 25 27
TrkB 64 25 25
NGF 64 25 30
B-actina 64 25 23

BDNF BDNF
= :xsl /
10031 | | —— BDNF
TrkB TrkB
bt b bosd = oo | e
NGF NGF
B-actina _ B-ACTINA

Figura 11. Estandarizacion de la amplificacion del RNAm de BDNF, asi como del control usado

B-actina.
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ANALISIS ESTADISTICO

A los valores obtenidos de los 3 grupos experimentales en la cuantificacion en el
gel de agarosa se les resto el valor de su blanco (valor de BDNF-BCO) para
obtener el valor de expresion tanto para el BDNF, TrkB y NGF como para los
controles de carga utilizados B-actina (Act-BCO) y G3PDH (G3-BCO); después se
hizo una division del valor de BDNF y B-actina (BDNF/Act). El resultado de esta
division se expres6 como porcentaje con el siguiente calculo (BDNF/Act -
100/media del grupo INT). Con los porcentajes de expresion obtenidos para cada
rata se obtuvo un promedio para cada grupo y se hizo una comparacion entre los
grupos utilizando un andlisis de varianza ANOVA y la prueba post-hoc de
Bonferroni. Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando

se obtuvo un valor de p< 0.05.
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RESULTADOS

SEMICUANTIFICACION DE LA EXPRESION DEL RNAm DE BDNF POR RT-
PCR

A los dos dias post-isquemia se observé un aumento en la expresion del RNAm
en el hipocampo dorsal en ambos grupos isquémicos ISQ+VEH (161.48%) e
ISQ+P4 (138.08%) pero este aumento solamente fue estadisticamente
significativo (p<0.05) en el grupo ISQ+VEH en comparacion con el grupo control
intacto (100%), como se muestra en la figura 12. El aumento del grupo tratado
con progesterona no presentd diferencia significativa en comparaciéon con los

otros grupos experimentales.

B RNAm BDNF 2d

200 A I INT
[0 ISQ+VEH

*
A I 1SQ+P4
1

INT  ISQ+VEH ISQ+P4 INT ISQ+VEH  ISQ+P4
123 789 101112 16 1718
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" C R ) '
BONF | i b S e il ""'ﬂ.“";. 196Kb

B-Actina 143Kkb 100

EXPRESION DE BDNF(%)

50

GRUPOS EXPERIMENTALES

Figura 12. Expresion del RNAmM de BDNF, 2 dias post-isquemia en el hipocampo dorsal
de ratas isquémicas con y sin tratamiento y en ratas intactas. A) Imagen de los genes
amplificados por RT-PCR. B) Porcentajes de expresion en los grupos sometidos a
isquemia y tratados con vehiculo (ISQ+VEH) o con progesterona (ISQ+P4), en relacion
con la expresién del control intacto (INT) tomado como 100%. Cada columna representa
la media + ES de estos porcentajes. * p<0.05 ISQ+VEH vs INT; prueba de Bonferroni.
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Siete dias post-isquemia soélo se observé un ligero aumento en ambos grupos
isquémicos ISQ+VEH (111.65%) e I1SQ+P4 (112.03%), el cual no fue
estadisticamente significativo con respecto al grupo control INT ni hubo

diferencias entre estos dos grupos, como se puede ver en la figura 13.
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Figura 13. Expresién del RNAm de BDNF, 7 dias post-isquemia en el hipocampo
dorsal de ratas isquémicas con y sin tratamiento y en ratas intactas. A) Imagen de
los genes amplificados por RT-PCR. B) Porcentaje de expresion en los grupos
sometidos a isquemia y tratados con vehiculo (ISQ+VEH) o con progesterona
(ISQ+P4), en relacién con la expresion del control intacto (INT) tomado como
100%. Cada columna representa la media + ES de estos porcentajes .* p<0.05;
prueba de Bonferroni.
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EVALUACION DEL RNAm DE TrkB POR RT-PCR

En el caso de la expresion del receptor a BDNF de alta afinidad, el TrkB, a los dos

dias post-isquemia, se observd una ligera disminucion en el grupo ISQ+VEH

(85.20%), no significativo en relacién con el grupo intacto tomado como 100% y

un aumento en los niveles del mensajero de TrkB en el grupo ISQ+P4 (137.33%),

estadisticamente significativo (p<0.05) en comparacion con el grupo ISQ+VEH

pero no con respecto al grupo control (fig. 14)
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Figura 14. Expresion del RNAm de TrkB,2 dias post-isquemia en el hipocampo
dorsal de ratas isquémicas con y sin tratamientoy en ratas intactas. A) Imagen de
los genes amplificados por RT-PCR. B) Porcentajes de expresion en los grupos
sometidos a isquemia y tratados con vehiculo (ISQ+VEH) o con progesterona
(ISQ+P4), en relacion con la expresion del control intacto (INT) tomado como
100%. Cada columna representa la media + ES de estos porcentajes * p<0.05
ISQ+P4 vs INT,2p<0.05 ISQ+P4 vs ISQ+VEH; prueba de Bonferroni.
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A los siete dias de la isquemia no se encontraron diferencias significativas en la
expresion del TrkB, siendo los valores de los grupos isquémicos muy similares a
los del grupo INT: ISQ+VEH, 108.71%; ISQ+P4, 101.93 (fig 15).
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Figura 15. Expresiéon del RNAm de TrkB,7 dias post-isquemia en el hipocampo
dorsal de ratas isquémicas con y sin tratamientoy en ratas intactas. A) Imagen de
los genes amplificados por RT-PCR. B) Porcentajes de expresion en los grupos
sometidos a isquemia y tratados con vehiculo (ISQ+VEH) o con progesterona
(ISQ+P4), en relacion con la expresion del control intacto (INT) tomado como
100%. Cada columna representa la media + ES de estos porcentajes * p<0.05;
prueba de Bonferroni.
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EVALUACION DEL RNAm DE NGF POR RT-PCR

El RNAm de NGF cuantificado dos dias después de la isquemia mostré un

incremento significativo (p<0.05) (fig 16) en los dos grupos isquémicos cuando se

compararon con el control INT. En el grupo tratado con P4, el aumento de la
del RNAm del NGF fue mayor que el del grupo ISQ+VEH, con

expresion

diferencia significativa entre ellos (p<0.05).
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Figura 16. Expresion del RNAmM de NGF, 2 dias post-isquemia en el hipocampo
dorsal de ratas isquémicas con y sin tratamientoy en ratas intactas. A) Imagen de
los genes amplificados por RT-PCR. B) Porcentajes de expresion en los grupos
sometidos a isquemia y tratados con vehiculo (ISQ+VEH) o con progesterona
(ISQ+P4), en relacion con la expresion del control intacto (INT) tomado como
100% .Cada columna representa la media + ES de estos porcentajes * p<0.05
ISQ+VEH vs INT, * p<0.05 ISQ+P4 vs INT, £ p<0.05 ISQ+P4 vsVEH; prueba de

Bonferroni.
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A los 7 dias después de la isquemia aun se encontraron aumentados los niveles
del NGF en el grupo ISQ+VEH (122.08%) y en el grupo ISQ+P4 (127.09%) (fig.
17), pero la diferencia solamente fue significativa (p<0.05) entre el grupo tratado

con progesterona y el grupo control INT.
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Figura 17.Expresion del RNAm de NGF, 7 dias post-isquemia en el hipocampo
dorsal de ratas isquémicas con y sin tratamientoy en ratas intactas. A) Imagen de
los genes amplificados por RT-PCR. B) Porcentajes de expresién en los grupos
sometidos a isquemia y tratados con vehiculo (ISQ+VEH) o con progesterona
(ISQ+P4), en relacion con la expresion del control intacto (INT) tomado como
100% .Cada columna representa la media + ES de estos porcentajes * p<0.05
ISQ+P4 vs INT; prueba de Bonferroni.
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DISCUSION

El cerebro esta dotado con un rico complemento de mecanismos de defensa los
cuales se ponen de manifiesto ante un dafio agudo. El dafio isquémico que activa
vias que llevan a la muerte celular, por otra parte activa también mecanismos
protectores sistémicos y locales que contrarrestan parcialmente la progresion del
dafio. Aunque los efectores del dafio prevalezcan al final, hay evidencias que
sugieren que los mecanismos neuroprotectores limitan el dafio y sientan las bases
para la reparacion y reorganizacion. Las vias que median la reparacion pueden
tener mecanismos distintos y ocurrir a diferente escala de tiempo de aquellos que
subyacen la protecciéon enddgena en la fase aguda (ladecola y Anrather, 2011).
Como se mencionod en los antecedentes, uno de los mecanismos que se activa es

la expresion de neurotrofinas.

Entre ellas, el BDNF aumenta su expresién en el hipocampo en respuesta a un
dafio, como ha sido demostrado en varios modelos experimentales de dafio al
sistema nervioso central (Dougherty et al, 2000; Ernfors et al., 1991; Kokaia et al,
1998; Lindvall et al., 1992; Matsushima et al., 1998; Rickhag et al, 2006,2007).

La isquemia induce un incremento de la expresion del RNAm de BDNF, comienza
pocas horas después de la isquemia como ha sido mostrado en varios trabajos.
En el giro dentado se ha demostrado desde los 30 minutos y en menor grado a 6h,
en tanto que a 24 y 48h se ven disminuidos (Truettner et al., 2002). En otros
trabajos se han reportado aumentos entre 2, 3 y 6 horas que para las 24 horas
disminuyeron (Tsukahara et al., 1998; Kokaia et al, 1996; Lee et al., 2004, 2008;
Schmidth-Kastner et al., 2001). Otros autores encontraron estos aumentos a
tiempos cortos, con un pico maximo a 2 dias, mientras que para los 7 y 14 dias
estaban disminuidos (Takeda et al.,1993; Blanquet et al.,, 2006; Lindvall et
al.,1992; Kokaia et al., 1994, 1995; Tsukahara et al., 1998; Schmidth-Kastner et
al., 2001; Himeda et al., 2006; Lee et al., 2002; Stavchansky et al., 2011).

Una de las vias activadas por la isquemia y que induce el aumento de BDNF es
una cascada de sefalizacion bifasica que involucra tres mediadores clave de
sobrevivencia y plasticidad en el giro dentado: CAMKIV, CREB y BDNF. La
activacion de esta via CAMKIV/CREB/BDNF en el giro dentado, pero no en CA1,
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parece ser critica para conferirle a esta region un efecto neuroprotector temprano
en contra de la isquemia, dado que es una respuesta muy inicial dependiente del
influjo masivo de Ca++ y posiblemente mediada por los receptores NMDA. Asi,
Blanquet et al, (2006) mostraron que 6h después de la isquemia global una primer
oleada de CREB fosforilado (pCREB) causa un incremento marcado en la sintesis
de BDNF alcanzando un pico maximo a las 24h; esta sintesis de BDNF a su vez
induce una segunda oleada de pCREB a las 48h, manteniendo una sintesis de

BDNF sostenida por al menos 2 dias, disminuyendo a los 7 dias.

Por otra parte, la activacion de CREB también esta involucrada en la expresion del
receptor TrkB durante la isquemia. Mediante la union de CREB a un sitio CRE
localizado 450 nucledtidos del extremo 5’ del sitio de inicio de transcripcién del
promotor 2 de TrkB se estimula la expresiéon de TrkB. De esta manera, la
distribucion regional y el curso temporal de la induccion de CREB corresponden a
la de BDNF y TrkB, sugiriendo que ambos genes estan regulados por CREB
(Walton et al., 1996; Merlio et al., 1993; Narumiya et al., 1998).

En el caso del NGF, la liberacibn de neurotransmisores excitadores y la
sobrecarga de calcio durante la isquemia activa los genes inmediatos tempranos
(IEG) en la fase de reperfusion (Wessel et al, 1991). Los productos de las familias
de IEG, Fos y Jun forman complejos de transcripcion como AP-1, los cuales
pueden activar genes de respuesta tardia como el NGF (D’Mello et al., 1991). El
promotor del gen de NGF tiene un sitio de union a AP-1 el cual se une a un
complejo de transcripcion Fos/Jun (D’Mello et al., 1991; Hengerer et al., 1990),

dando asi lugar a la regulacion de esta neurotrofina.

Coincidiendo con esta informacion, en el presente trabajo se observé un
incremento en la expresién del mensajero de BDNF y de NGF dos dias después

de la isquemia, que disminuyo a valores control a los siete dias post-isquemia.

En varios modelos experimentales se ha mostrado que la progesterona
incrementa la expresion del BDNF (Singh et al., 1995; Kaur et al., 2007; Gonzalez
et al., 2004; Gonzalez-Deniselle et al 2007).

El receptor intracelular/nuclear clasico de la progesterona es el principal mediador

de los efectos de esta hormona en la expresion del BDNF, dado que este efecto
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se bloquea por un inhibidor farmacolégico del receptor eliminando el efecto, asi

como en ratones knockout del receptor de progesterona (Jodhka et al., 2009).

Ishrat et al, (2012) mostraron que el BDNF media los efectos de la progesterona
para reducir la lesion isquémica en ratas sometidas a isquemia focal. Por el
contrario, el atenuar experimentalmente los niveles de BDNF después de isquemia
cerebral reduce la recuperacion funcional (Chen et al., 2005; Ploughman et al.,
2009).

En este trabajo la progesterona parecio atenuar el incremento en la expresion de
RNAmM de BDNF inducido dos dias después de la isquemia y no modificd la

expresion de este RNAmM a los siete dias post-isquemia

Los efectos de las neurotrofinas dependen de sus niveles, su afinidad de unién a
receptores transmembranales y las cascadas de sefalizacion rio abajo

estimuladas luego de la activacion del receptor.

El papel del BDNF en la sobrevivencia neuronal se lleva a cabo a través de la
activacion de su receptor de alta afinidad TrkB (Lu et al., 2005; Manadas et al.,
2007). Los receptores tirosina fosforilados activan las vias de sefializacion ERK y
PI3K que contribuyen en los efectos neurotrofico de BDNF y proveen
neuroproteccion bajo condiciones excitotdxicas (Almeida et al., 2005; Manadas et
al., 2007) y promueven la sobrevivencia neuronal (Dudek et al., 1997; Bonni et al.,
1999). En el cerebro adulto la expresién de TrkB es capaz de responder a
estimulos externos; entonces, un incremento rapido y transitorio del RNAm se
produce por dafio hipoxico/isquémico, donde se ha mostrado un aumento en la
expresion del RNAm de TrkB con niveles maximos a las 2 horas después de 10 o
20 minutos de isquemia global, y a las 24 horas disminuyeron los niveles (Merlio et
al., 1993; Narumiya et al., 1998).

Recientemente se reportd un incremento del RNAm de TrkB dentro de los
primeros minutos (30 min) después de isquemia, que a las 24 horas se disminuyo
(Stavchansky et al., 2011). La administracion de la progesterona estimuld en el
presente trabajo la expresion del mensajero de TrkB dos dias después de la
isquemia. Este aumento pudiera ser relevante para los efectos neuroprotectores

de progesterona facilitando la interaccibn del BDNF con el receptor y la
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consecuente activacion de cascadas de sefalizacion. Se sabe que esta
interaccion activa la cascada de PI3K que lleva a la activacion de Akt (Kaur et al
2007) que es un regulador clave de sobrevivencia y muerte celular después de
isquemia (Noshita et al., 2003), la cual inicia una serie de fosforilaciones en
proteinas involucradas en procesos de activacion de apoptosis inhibiéndolas,
como la proteina BAD (Bcl-2/Bcl-x-promotor de muerte asociado) (Zhu et al., 2002)
un miembro de la familia de proteinas Bcl-2, la cual cuando no esta fosforilada
promueve la apoptosis uniéndose a Bcl-xL causando la liberacién del citocromo c,
y formando también un canal en la membrana mitocondrial por Bax (White, 2000),
Akt también inhibe la actividad proteolitica de la caspasa 9 (Cardone et al., 1999),

lo que lleva a procesos de sobrevivencia neuronal.

También podemos inferir que a nivel de la proteina podria haber un incremento en
los niveles del BDNF pues se ha reportado que el BDNF es capaz de regular la
expresion de su receptor TrkB en ratas control y en estados patoldgicos, y que la
prevencion de muerte neuronal por BDNF después de isquemia transitoria esta
asociada con el incremento de su receptor especifico (Ferrer, 1998).

En cuanto al NGF, evidencia sustancial sugiere que entre otras funciones el NGF
actla protegiendo neuronas de elementos enddégenos toxicos generados durante
la respuesta a un dafio severo y que la sefializacion de este facilita el crecimiento
y la reparaciéon. EIl NGF promueve sobrevivencia y crecimiento en células que
expresan TrkA a través de la activacion de las vias PI3K/AKT y Ras/MAPK
(Grewal et al., 1999; Kaplan y Miller, 2000). Se ha demostrado que el NGF protege
contra muerte neuronal y la administracién de NGF exdgeno ha mostrado prevenir
o reducir significativamente déficits neurolégicos después de dafio
hipoxico/isquémico (Sofroniew et al., 2001), seis horas después de isquemia
global no hay marca de apoptosis pero ésta se incrementa a tres y siete dias, lo
cual se revierte con el tratamiento de NGF. Este tratamiento también incremento la
expresion de la proteina antiapoptética Bcl-2 a 6 horas post isquemia (Zhou et al.,
2011).

Datos de otros autores han mostrado incrementos de NGF a tiempos cortos
después de isquemia (Stavchansky et al., 2011; Takeda et al., 1998; Kokaia et al.,
1995; Himeda et al., 2006).
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En dafio traumatico en la corteza, la progesterona ha demostrado incrementar los
niveles del NGF lo que se relacion6 con mejoras en la recuperacion neuroldgica
(Cekic, 2012). No se tenia informacién sobre el posible aumento de NGF después
de isquemia por el tratamiento con progesterona. En el presente trabajo el
aumento de NGF observado dos dias después de la isquemia, fue incrementado
aun mas por el tratamiento con progesterona y este aumento persistio aunque a
menor nivel, siete dias después de la isquemia. Este resultado pudiera formar

parte de los efectos neuroprotectores de progesterona.
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CONCLUSIONES

La Isquemia Cerebral Global induce un incremento transitorio de la expresion del
RNAmM de las neurotrofinas BDNF y NGF, pero no del receptor de alta afinidad a
BDNF el TrkB dos dias después de isquemia; incremento que no se mantuvo a los
siete dias; esto posiblemente represente una respuesta endogena parcial a los

fendmenos fisiopatoldgicos activados por la isquemia.

El tratamiento con progesterona potencio el incremento de la expresion del RNAm
del NGF a dos dias post-isquemia y mantuvo el incremento siete dias después.
Este incremento posiblemente sea de relevancia para los efectos neuroprotectores

de esta hormona.

El incremento en la expresion del receptor TrkB por el tratamiento con
progesterona a los dos dias pudiera optimizar la respuesta protectora mediada por
BDNF.

Estos resultados, junto con reportes previos en el laboratorio sobre los efectos
neuroprotectores de la progesterona contra el dafio por isquemia cerebral global,
sugieren que los efectos de la progesterona podrian estar mediados en parte por
el BDNF y el NGF, reduciendo posiblemente la pérdida neuronal en el hipocampo,
asi como aumentando los fendmenos de plasticidad y reparacion después de

isquemia.
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