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RESUMEN

La asfixia perinatal es una causa importante de mortalidad y discapacidad en
recién nacidos. El rapido crecimiento del cerebelo en la ultima mitad del desarrollo
fetal lo hace vulnerable a una lesion por hipoxia-isquemia (HI). En areas de dafio
cerebral por HI, la hormona del crecimiento (GH) y el factor de crecimiento similar
a la insulina tipo 1 (IGF-1) son factores neurotréficos regulados positivamente. Los
tratamientos con GH y/o IGF-1 son capaces de inducir neuroproteccion y
regeneracion neural en el SNC. En este estudio se evaluaron los efectos del
tratamiento con GH y/o IGF-1 (1 nM y 40 nM, respectivamente) sobre la
supervivencia celular 24 h después de un dafo agudo inducido por 12 h de hipoxia
(0,5-5% de O2) y baja glucosa (1 g/L) (HBG) en cultivos primarios cerebelares de
embriones de pollo. Ademas, se evalud la expresion del ARN mensajero de GH y
IGF-1 bajo condiciones de HBG. Se observo que la incubacion de células en HBG
causé una disminucion significativa en la viabilidad celular (51.6 + 2.9 %), un
aumento en la apoptosis (122.0 + 4.5 %) y necrosis (538.6 + 92.1 %), el
tratamiento con GH incrementd la viabilidad celular (76.1 + 4.1 %), disminuy¢ la
apoptosis (105.0 + 3.9 %) y necrosis (73.8 + 11.1 %), en tanto, el tratamiento con
IGF-1 solo incrementd la viabilidad celular (70.1 + 4.2 %) sin tener efecto sobre la
apoptosis y necrosis. Asi mismo, ante un dafo por HBG incrementd la expresion
del ARNm de GH e IGF-1 (~3 veces, en ambos) en los cultivos cerebelares. El
silenciamiento del gen GH por ARN interferente en el grupo HBG, disminuy6 tanto
la expresiéon de ARNm de GH (1.6 veces) como la expresion de ARNm de IGF-1
(0.5 veces), lo que sugiere que la GH regula la expresion de IGF-1 bajo
condiciones de HBG. Estos resultados sugieren fuertemente que la GH local y
exdgena actua como un factor neuroprotector y que ésta regula la expresién local

de IGF-1 ante un dafio inducido por HBG.



ABSTRACT

Perinatal hypoxic—ischemic (HI) brain damage is a major cause of mortality and
long-term neurological impairment in children. The rapid growth of the cerebellum
in the last half of fetal development makes it more vulnerable to a HI injury. Several
studies have shown that growth hormone (GH) and insulin-like growth factor-1
(IGF-1) are upregulated in different brain areas after damage by hypoxia.
Moreover, there is increasing evidence suggesting that GH and IGF-1 treatments
are able to induce neuroprotection and neural-regeneration in the CNS. In this
study, we evaluated the effects of GH and IGF-1 treatment on cell survival after an
acute HI injury in primary cell cultures of embryonic chicken cerebellum. In
addition, we evaluated the cerebellar expression of GH and IGF-1 mRNA in normal
and hypoxia-low glucose (HLG) conditions. To induce neural damage in primary
embryonic cerebellar cultures, cells were maintained in hypoxic conditions (0.5-5%
02), and incubated in low glucose media (1 g/L) for 12 h, and subjected to a 24 h
of reoxygenation. Cell cultures were treated with 1 nM recombinant chicken GH
(rcGH) and/or 40 nM recombinant human IGF-1 (hIGF-1) to examine their
neuroprotective effects. We observed that cell incubation of cells in HLG caused a
significant decrease in cell viability (51.6 + 2.9 %) increase in apoptosis (122.0 +
4.5 %,) and necrosis (538.6 + 92.1 %), while treatment with GH increased cell
viability (76.1 + 4.1 %), and decreased apoptosis (105.0 + 3.9 %) and necrosis
(73.8 + 11.1 %), while IGF-1 treatment only increased cell viability (70.1 + 4.2 %)
without affecting apoptosis (105.0 + 3.9 %) and necrosis (73.8 + 11.1 %). After
incubation in HLG conditions, cerebellar cell cultures increased GH and IGF-1
MmRNA expression were increased by (~3 fold). GH gene silencing by small
interfering RNA (siRNA) decreased both, GH mRNA expression (1.6-fold) and IGF-
1 (0.5-fold) mRNA expression in the HLG group, suggesting that GH regulates
IGF-1 expression under HLG conditions. Our results strongly suggest that both,
local and exogenous GH act as a neuroprotective factor and they regulate IGF-1

expression under HLG conditions.



ANTECEDENTES
1 Encefalopatia hipoxico-isquémica (HIE)

La asfixia perinatal es una de las principales causas de mortalidad y alteraciones
neuropsicoldgicas que ocurren durante el nacimiento. La lesion cerebral tras un
evento hipdxico-isquémico afecta de 2-4 de por cada 1000 nacimientos y presenta
una incidencia del 60% en nacimientos prematuros (Vannucci y Hagberg, 2004).
Cerca del 20-50% de los recién nacidos afectados moriran en la etapa neonatal vy,
el 25% presentara discapacidades en el desarrollo tales como paralisis cerebral,
retraso mental, trastornos del aprendizaje y déficit neurosensorial (Vannucci y
Hagberg, 2004). En paises subdesarrollados se han reportado incluso incidencias
de 26 por cada 1,000 nacimientos (Dixon y Ho, 2015). En México en el 2003 se
registraron 10,277 decesos por asfixia perinatal en base a 20,806 defunciones
neonatales, lo que representa el 49.4% del total de las defunciones (Murguia-de
Sierra y cols., 2005). Las etiologias conocidas incluyen multiples eventos
intraparto como el desprendimiento de la placenta, infeccion materna, prolapso del
cordon umbilical o rotura de vasa previa (Rennie y cols., 2008), todo lo cual induce
una insuficiencia en el suministro de oxigeno y nutrientes al SNC (Descloux y
cols., 2015). La entidad cerebral clinica observada se denomina encefalopatia
hipéxico-isquémica (HIE, por sus siglas en inglés hypoxic-ischemic
encephalopathy), con pérdida de tono y reflejos arcaicos, convulsiones epilépticas,
disminuciéon de los niveles de conciencia y dificultad respiratoria (Ferriero, 2004;

Descloux y cols., 2015).

Una asfixia global severa puede afectar a numerosas regiones cerebrales,
especialmente a la corteza prefrontal, los ganglios basales, el talamo, el
hipocampo, las protuberancias cerebrales y el cerebelo (Ferriero, 2004; Volpe
2009). El rapido crecimiento del cerebelo durante las semanas gestacionales 28 a
40 lo hace mas vulnerable a un dafo por HI (Volpe, 2009). A la semana 28 ocurre
la segunda fase de proliferacion neuronal que determina la organizacion de la

corteza cerebelar (Volpe, 2009). En ratas neonatales de 2 dias, que corresponde a



la semana gestacional 28 en humanos (Biran y cols., 2011), una hipoxia global
disminuyo el numero de células de Purkinje, interneuronas, asi como el grosor de
la capa molecular y granular cerebelar (Yoshioka y cols., 1986; Biran y cols.,
2011). Deficiencias en el desarrollo a largo plazo relacionados con la lesion
cerebelosa, incluyen: alteracién de las funciones motoras como la hipotonia, falla
en la coordinacién de movimientos finos, la ataxia y la alteracion de la secuencia

motora, entre otras (Biran y cols., 2011; Hutton y cols., 2014).

El dafo cerebral por un insulto hipdxico isquémico es una respuesta evolutiva que
se compone de tres fases: aguda, subaguda y crénica. Los eventos involucrados
en la fisiopatologia son clasificados por su tiempo de accion (Yenari y Han, 2012).
Durante la fase aguda (0-6 h) cambios negativos en la vasculatura conducen a la
pérdida de la autorregulacion y una disminucion en la presidon sanguinea arterial
sistémica. Esto provoca una disminucién en la concentracién de oxigeno y glucosa
sanguinea lo que conlleva al agotamiento del ATP y un cambio al metabolismo
anaerdbico, el cual produce pérdida de la homeostasis ionica, liberacion de
neurotransmisores excitotoxicos, alteracién estructural y funcional de las
proteinas, edema citotdxico, disfuncion mitocondrial y necrosis. Una segunda fase
0 subaguda (6-48 h) ocurre cuando se restablece el flujo sanguineo, en esta etapa
el dano a la mitocondria puede establecer el escenario para la generacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS), la muerte celular por apoptosis en la
periferia del infarto. Ademas, los restos necréticos pueden estimular la respuesta
inmune incrementando la produccion de citocinas y quimiocinas por la microglia,
neuronas y astrocitos exacerbando la generacion de ROS y potenciando la lesion.
Muchos de estos eventos podrian considerarse dafinos en si mismo; sin embargo,
algunos de los factores generados pueden ser importantes en el establecimiento
de las bases para los procesos de recuperacién y reparacion. En la fase crénica,
que comienza semanas 0 meses mas tarde, se producen procesos diversos de
restauracion, tales como angiogénesis, neurogénesis, crecimiento axonal,

sinaptdgenesis y remodelacién (Yenari y Han, 2012; Dixon y Ho, 2015).



El intervalo entre la fase aguda y la fase subaguda representa una fase latente
que corresponde a una ventana terapéutica. La duracion de esta ventana en el

humano se estima que es aproximadamente de 6 h (Shankaran 2012).

La extension y gravedad del dafio depende de muchos factores, entre ellos la
edad gestacional, el nivel de maduracion, el estado metabdlico, la temperatura, la
severidad del dafio y la duracién (Inder y Volpe, 2000). Se sabe que la proporcion
de necrosis y apoptosis varia segun la severidad del dafo. La necrosis predomina
en HI severas, mientras que la apoptosis se presenta en Hl leves (Ming-Chi y San-
Nan, 2010, Periman 2006).

Con respecto al nivel de maduracion del cerebro existen ciertas caracteristicas
diferenciales, entre el cerebro inmaduro y maduro, con respeto a la resistencia y
vulnerabilidad contra un dafo por HI. A este respecto se sabe que en cerebro
inmaduro:

La demanda energética es menor dependiendo del nivel de diferenciacion
neuronal y la actividad sinaptica, lo que le proporciona cierta resistencia (Nyakas y
cols., 1996; Vannucci y Hagberg, 2004).

El consumo de glucosa es solo el 10% del consumo de animales adultos (Nyakas
y cols., 1996). El cerebro inmaduro puede utilizar otras fuentes de energia como el
lactato y los cuerpos cetonicos y éstos parcialmente son suficientes para mantener
el metabolismo cerebral, lo que favorece la supervivencia neuronal (Nyakas vy
cols., 1996; Vannucci y Hagberg, 2004).

Hay una alta concentracidon de acidos grasos insaturados, disponibilidad de hierro
libre y pobre capacidad antioxidante, lo que favorece el dafio oxidativo (Kleman y
cols., 2010).

En los cerebros inmaduros existen grupos neuronales mas vulnerables debido a
una mayor expresion de receptores a glutamato tipo NMDA que potencian
disfuncién en la dinamica de calcio y por lo tanto ataque por especies reactivas de
oxigeno y nitrogeno. En el modelo de la rata un dafio hipoxico-isquémico, por

oclusion unilateral de la arteria carotida, induce un deterioro principalmente en



areas como: la corteza cerebral, materia blanca subcortical y periventricular,
talamo, ganglios basales, hipocampo y cerebelo (Gofi de Cerio y cols., 2013;
Vannucci y Haberg, 2004; Inage y cols., 1998).

La caspasa-3 se encuentra en mayores niveles en el cerebro inmaduro, lo que
lleva a pensar que la apoptosis tiene un papel mas importante en la muerte celular

en esas circunstancias (Goni de Cerio y cols., 2013).

Por otra parte, un mecanismo endégeno de proteccién frente a diferentes tipos de
dafio en el SNC es la produccion de factores neurotréficos con el fin de limitar la
cantidad de muerte celular y promover la plasticidad, neurogénesis y recuperacion
subsecuente. Particularmente, el factor de crecimiento neural (NGF), el factor
neurotréfico derivado de cerebro (BDNF), factor de crecimiento de fibroblastos
basico (bFGF), la eritropoyetina (EPO), el factor neurotrofico ciliar (CNTF), el
factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGF-1) y la hormona del
crecimiento (GH) (Scheepens y cols., 2003; Aberg y cols., 2006; Wu y cols., 2015).

2 El eje somatotrépico: GH/IGF-1

La hormona del crecimiento (GH) es un polipéptido cuya isoforma principal
contiene 191 aminoacidos con un peso molecular de 22 kDa siendo la principal
isoforma y es liberado por los somatotropos de la adenohipdfisis (Harvey y cols.,
1994). Su secrecion es controlada por el hipotdlamo mediante la hormona
liberadora de la hormona del crecimiento (GHRH) y la grelina como estimuladores
y la somatostatina como inhibidor (Kopchick y cols., 2015). Una vez liberada a la
circulaciéon, la GH se distribuye en sus tejidos blanco; en el higado, la GH
promueve la liberacion del factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGF-1),
un polipéptido constituido por 70 aminoacidos con un peso molecular de 7.5 kDa
que media muchas de las acciones de GH, Fig. 1 (Kopchick y cols., 2015). Ambos
péptidos conforman el eje GH/IGF-1, que como componente del sistema
enddcrino, participan en el control del crecimiento y metabolismo (Nyber y
Hallberg, 2013; Kopchick y cols., 2015; Costales y Kolevzon, 2016; Yakar y
Isaksson, 2016).



Ghrelina

Figura 1 Hormonas hipotalamicas y mecanismos de retroalimentacion que regulan el eje somatrotrépico.
Modificado de Kopchick y cols, 2015.

2.1 Hormona del crecimiento

2.1.1 Mecanismo de acciodn

El receptor de la hormona del crecimiento GHR pertenece a la superfamilia de
receptores de citosinas clase |, en la que se encuentran también los receptores a
eritropoyetina, prolactina, leptina e interleucinas entre otros (Waters, 2016). El
GHR no tiene actividad tirosina cinasa intrinseca pero el cambio conformacional
inducido por la unién del ligando conduce la activacidén del receptor asociado a la
tirosina Janus cinasa 2 (JAK2). JAK2 se asocia constitutivamente con el GHR, la
interaccidn receptor-ligando facilita la yuxtaposicion y la fosforilacion cruzada de
los bucles de activacion cinasa (Brooks y Waters, 2010). Después de la
fosforilacion del receptor por JAK2, varias moléculas de senalizacién con dominios
SH2 son reclutadas al receptor activado (Figura 2). Las vias de senalizaciéon
resultantes son de tipo celular especifico, e incluyen la reorganizacién del
citoesqueleto, la migracién celular, la quimiotaxis, la mitogénesis y/o la prevencién

de la apoptosis y la transcripcién de genes. La GH activa diversas cascadas de



sefalizacion entre las cuales se encuentran: la via de transductores de sefal y
activadores de transcripcion (STAT), a saber, STAT1, STAT3 y dos isoformas de
STATS5; la via de las proteinas cinasas activadas por mitégenos/cinasas reguladas
por sefales extracelulares (MAPK/ERK); ademas de la via de la cinasa de
fosfatidil-inositol trifosfato (IP3K) y la activacion de la proteina cinasa C (PKC), ver
Figura 2 (Pilecka y cols., 2006; Brooks y Waters, 2010; Waters, 2016).

Figura 2 Vias de sefializacion de la hormona del crecimiento (GH). Se observa una molécula de GH se une a
dos moléculas de su receptor y activa varias vias de sefializacién como: MAPK, IP-3K, STAT y PKC; la
activacion de cada via es dependiente del tipo celular y la expresion relativa de cada componente. Modificado
de Brooks y Waters, 2010.

2.2  Factor de crecimiento similar a lainsulina tipo 1 (IGF-1)

2.2.1 Mecanismo de accioén

IGF-1 ejerce sus acciones mediante la union a su receptor membranal de la familia

tirosina cinasa (IGF1R), constituido por una subunidad a y una B (Clemmons,



2015). Una vez que el IGF-1 se une a IGF1R, los dominios de tirosina cinasa en
las subunidades [ activan la via PISBK/mMTOR/Akt1 (fosfatidil-inositol trifosfato
cinasa/ blanco de rapamicina de mamifero/ proteina serina-treonina cinasa Akt-
PKB), y la via MAPK/ERK para inducir sus efectos. Las interacciones entre estas
vias y sus circuitos de retroalimentacion son amplios, sin embargo, el efecto
general de IGF-1 es la regulacién del ciclo celular, diferenciacion, supervivencia,
expresion génica y remodelacion del citoesqueleto, Figura 3 (Clemmons, 2015;

Costales y Kolevzon, 2016; Dyer y Vahdatpour, 2016).

Figura 3 Vias de sefializacién del factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGF-1). Se observa la union
de una molécula de IGF-1 a la subunidad « activando la subunidad cinasa £ que promueve la activacion de
varias vias de sefializacion como: MAPK, IP-3K, STAT y PKC; la activacion de cada via es dependiente del

tipo celular y la expresion relativa de cada componente. Modificado de Clemmons, 2015.

23 GHelGF-1enel SNC

El eje somatotrépico juega un papel central en el desarrollo y crecimiento del SNC.



A pesar de que la hipdfisis e higado se consideran las principales fuentes de GH e
IGF-1, respectivamente, estudios recientes han sugerido que los tejidos neurales
no son solo son sitios de accion, sino también sitios de produccion, por lo que el
SNC puede responder de forma intracrino/autocrino/paracrinamente (Aberg y
cols., 2006).

La GH y el IGF-1 son hormonas criticas para el desarrollo neural y ambas regulan
el tamafo, morfologia y funcioén de las células del SNC (Lobie y cols., 2000).

La ontogenia de la expresion de GHR parece ser similar a la de IGF-1R en el
desarrollo del SNC, produciéndose principalmente durante la vida fetal,
alcanzando su pico maximo de expresion durante las primeras 2 semanas de vida
postnatal y continuando con una disminucion a lo largo de la vida adulta (Dyer y
Vahdatpour, 2016; Scheepens y cols., 2000). El papel central de GH e IGF-1 en el
desarrollo neural se deduce de estudios in vitro e in vivo en animales transgeénicos;
deficiencias tanto de la sefializacion GH como de la concentracién de IGF-1 (han
mostrado diferentes) se ha asociado a alteraciones durante el desarrollo,
incluyendo, hipomielinizacion, microcefalia y sinaptogénesis pobre (Noguchi,
1996; Powell-Braxton y cols., 1993; Mdderscheim, 2007; D'Ecole y Ye, 2008; Arce
y cols., 2013), indicando un papel tanto de GH como IGF-1 en el crecimiento,

desarrollo y mielinizacion del cerebro.

La GH y el IGF-1 actuan promoviendo la proliferacion, supervivencia,
diferenciacién y migracion tanto de células progenitoras neurales (NSC, neural
stem cells por sus siglas en inglés) como de nuevas neuronas formadas; a través
de la interaccion con su receptor (Aberg 2010). La naturaleza de sus acciones, sin
embargo, parece depender de la distribucion y densidad de los receptores en las
diferentes estructuras del SNC, la especificidad del tipo celular, el microambiente,
y la etapa de desarrollo (Kusky y Ye, 2012).

Durante el desarrollo y etapa adulta del SNC, la GH, el IGF-1 y sus respectivos

receptores se expresan ampliamente pero de manera regulada. La Tabla 1
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resume la expresion de estas hormonas en la mayoria de las areas del cerebro

durante el desarrollo perinatal y adulto en diferentes especies.

Tabla 1 Distribucién de GH, GHR, IGF-1 e IGF1R a lo largo del SNC de diversas especies.

Regién GH GHR IGF-1 | IGF1R
Cerebro
Corteza cerebral + + +
VZ/SVZ + +
Cuerpo calloso +
| Hipocampo + +
CA + +
DG + +
‘ Bulbo olfatorio + +
Lamina celular mitral +
Lamina celular + +
empefiachada
Hipotalamo + + + +
Nucleo periventricular + +
Nucleo supradptico + +
Talamo + + + +
Ganglios Basales + +
Mesenceéfalo +
Tronco cerebral + +
Cerebelo + +
Capa granular extracelular + + +
Capa granular interna + + +
Células de Purkinje + +
Nucleos profundos + +
Otros
Meninges + +
Plexos coroideos + +
Vasos sanguineos +
Retina +
Amigdala + +
Médula espinal + +
Coliculo superior e inferior +

Los datos encontrados en la Tabla 1 son derivan principalmente de estudios por hibridacién in situ de
roedores a edades de E18 a etapas adultas, y es adaptado de referencias. Modificado de Kusky y cols, 2012.
Estructuras del SNC de rata y pollo, donde se encontré inmunoreactividad para GH o su receptor. Modificado
de Lobie y cols. 1993; Hojvat y cols, 1982; Alba-Betancourt y cols, 2011; Harvey y cols, 2003).
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2.3.1 GHy neuroproteccién

Varios estudios han mostrado que la administracién de GH seguido de un dafo
confiere neuroproteccién y acelera la recuperacion de algunas funciones neurales
como el aprendizaje, la memoria, el movimiento (Gustafson y cols., 1999;
Scheepens y cols., 2001; Frago y cols., 2002; Shin y cols., 2004; Han y cols.,
2007; Christophidis y cols., 2009; Li y cols., 2011; Devesa y cols., 2013). El
receptor de GH es regulado a la alta después de un dafio y en respuesta a la
administracion de GH en el hipocampo de rata (Devesa y cols., 2008;
Christophidis y cols., 2009; Li y cols., 2011). Asi mismo, la secrecién de GH
incrementa después de un dafo en sangre, sugiriendo la participacion local del eje
somatotrépico en los mecanismos de neuroproteccién (Scheepens y cols., 1999).
Scheepens y cols. (2001) estudiaron el dafio cerebral en ratas por hipoxia,
especialmente en areas de gran pérdida neuronal (corteza frontoparietal, talamo,
estriado e hipocampo) y encontraron una fuerte inmunorreactividad para GH. Por
otra parte, la administracion intracerebroventricular de GH redujo la perdida
neuronal en la corteza frontoparieta, hipocampo y talamo dorso-lateral, no asi en
el estriado. La distribucion espacial de esta neuroproteccion llevada a cabo por la
GH se correlaciona con la distribucion espacial de su receptor (GHR) (Scheepens
y cols., 2001).

En tanto, Christophidis y cols. (2009) observaron un incremento en la
inmunoreactividad del GHR en la zona subventricular, sitio de origen de células
madre neurales (NSC), al dia 5 posterior al dafo por hipoxia-isquemia unilateral,
coincidiendo tanto espacialmente como temporalmente con la neurogénesis
inducida por el dafio hipéxico-isquémico. La poblacién de células GHR positivas
incluyen células en proliferacion (positivas a Ki67), progenitores neurales
(positivas a nestina) y neuroblastos (positivas a DCX) (Christophidis y cols., 2009).
Asi mismo, se demostré que la administracién inmediata de GH promueve la
proliferacion de precursores neurales hipocampales después de un dano cerebral
inducido por la administracion de kainato en ratas (Devesa y cols., 2011). Ademas

este grupo demostr6 que la administracion de GH, junto con rehabilitacion
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especifica, después de un dafio severo en la corteza motora frontal, es capaz de
recuperar las habilidades motoras e incrementar la neurogénesis para la
reparacion del area periférica lesionada y una mayor plasticidad cerebral en el

area motora contralateral (Heredia y cols., 2013).

Los mecanismos por los cuales la GH tiene efecto neuroprotector ante un dafo
por HI no han sido explicados completamente. Se ha propuesto que actua (ejerce
sus efectos protectores) a través de mejorar la viabilidad e inhibir la apoptosis
neuronal (Shin y cols., 2004; Li y cols., 2011; Alba-Betancourt y cols., 2013).

Experimentos en cultivos primarios y organotipicos de cerebelo sometidos a Hl
mostraron un aumento en la concentracién de GH de 17% y 91%, respectivamente
(Alba-Betancourt y cols., 2013; Codoba y cols., 2011). Asi mismo, se mostré que
la administracion de GH (1nM) tiene un efecto preventivo al dafio por hipoxia-
isquemia, ya que mantuvo la viabilidad, e incrementd en la expresion de la
proteina anti-apoptética Bcl-2 y la fosforilacién de la cinasa Akt, y una reduccién

de la actividad caspasa-3 24 h después del dafio (Alba-Betancourt y cols., 2013).

2.3.2 IGF-1y neuroproteccion

En el SNC, el IGF-1 ha mostrado ser un potente factor anti-apoptético (Guan y
cols, 2003). Gluckman y cols. (1992) observaron en ratas de 21 dias de edad
sometidas a HI una marcada inducciéon en la expresion del ARNm de IGF-1 entre
los dias 3-5 después del dafio en las areas danadas como el hipocampo, corteza,
estriado y talamo, concluyendo que la induccion de IGF-1 en el cerebro esta
relacionado causalmente con la segunda fase del dafo por HI.

Por otra parte, se encontré que la administracion de IGF-1 después de 2 h del
insulto HI en ratas adultas inhibe marcadamente la perdida neuronal, de 87 % a 26
%. En contraste, se demostré que la administracion de IGF-1 previo al dafio no es
eficiente para prevenirlo, por lo que tales observaciones sugieren que IGF-1 actua
como protector durante la muerte celular en la etapa tardia, pero no como
mecanismo primario (Guan y cols., 1993; 1996; 2003). Estos trabajos sugieren que
la expresion endoégena de IGF-1 le permite actuar como una neurotroéfina, y que, la

administraciéon de IGF-1 posterior al dafo podria tener un potencial terapéutico

13



ante un dafo por HI (Gluckman y cols., 1992). En este sentido, Johnston y cols.
(1996) evaluaron el potencial terapéutico de IGF-1 utilizando ovejas en la etapa
final de la gestacion después de inducir isquemia total por 30 min. Los resultados
mostraron que una sola dosis de IGF-1 intracerebroventricular reduce la perdida
neuronal en todas las areas del cerebro. Asi mismo, se encontré una reduccion
concomitante en el indice de convulsiones post-asfixia y de citotoxicidad
secundaria por edema (Johnston y cols., 1996). En el modelo de oclusion
unilateral de la arteria carétida en ratas neonatales de 7 dias, al igual que en
ovejas, la administracion intracerebroventricular de IGF-1 redujo el dafio por Hl en
un 40% comparado con el control y sus efectos neuroprotectores fueron
acompanados por un incremento en la fosforilaciéon de Akt y ERK, asi como con
una inactivacion de la cinasa pro-apoptotica glucégeno sintasa cinasa 3 f
(GSK3p), con una reduccién en la actividad caspasa-3 y caspasa-9 (Brywe y cols.,
2005; Aberg y cols., 2006).

En cultivos primarios de cerebelo de embriones de pollo se mostré que la
concentracion de IGF-1 incrementd en respuesta al dafio producido por hipoxia-
baja glucosa. Asi mismo se observo que la administracion de IGF-1 previa a un
dafo por HI disminuye la apoptosis evaluada por la inhibicién de la actividad de la
caspasa-3 (Armenta ME. 2015).

Estos datos apoyan el hecho de que el tanto la GH como el IGF-1 son factores
neuroprotectores criticos en el dafio HI. Sin embargo, dado que GH puede ejercer
sus acciones a través del incremento en la concentracién de IGF-1 (Hynes y cols.,
1987; Scheepens y cols., 1999), o por acciones directas (Chen y cols., 1997;
Scheepens y cols., 1999), se requieren realizar estudios mas especificos para

definir esta alternativa.
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JUSTIFICACION

La encefalopatia hipdxica-isquémica (HI) es una de las causas principales de
muerte y discapacidad en recién nacidos, que resulta frecuentemente en paralisis
cerebral, retraso mental, problemas de aprendizaje y epilepsia. El rapido
crecimiento del cerebelo durante la ultima mitad del desarrollo fetal lo hace mas
vulnerable a un dafo por HI. Ante este tipo de dafos se produce un incremento en
la expresion de diferentes factores neurotroficos, entre ellos GH e IGF-1, que
pueden funcionar como agentes neuroprotectores enddégenos. A pesar de esto
existe un dafo importante por lo que se requiere la adicion de GH exdgena para
mejorar la sobrevivencia neuronal. Estudios previos del laboratorio realizados in
vitro han mostrado que la adicion de GH exdégena en cultivos primarios de
neuronas de cerebelo y/o cultivos organotipicos de embriones de pollo, durante un
dafo producido por hipoxia-baja glucosa aumenta la supervivencia neuronal e
inhibe la apoptosis. Dado que el dafo neonatal por HI no se puede predecir es
importante determinar si la administracion de GH y/o IGF-1 posterior al dafio tiene

también un efecto neuroprotector.

HIPOTESIS

La administracion de GH posterior a un dafio inducido por privacién de oxigeno y
glucosa tiene un efecto neuroprotector en cultivos primarios cerebelares de

embriones de pollo.
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OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL:

Determinar si la administracion de GH posterior a un dafo inducido por privaciéon
de oxigeno y glucosa tiene un efecto neuroprotector en cultivos primarios

cerebelares de pollo de 15 dias embrionarios.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

En los cultivos primarios cerebelares:

1. Estandarizar el modelo de dafo por privacién de oxigeno y glucosa.

2. Estandarizar el silenciamiento de la GH por ARN de interferencia.

3. Evaluar el efecto del dafio por privacion de oxigeno y glucosa sobre la
expresion del ARNm de la GH y el IGF-1.

4. Evaluar si la expresion del ARNm de IGF-1 es regulada por GH durante la

privacion de oxigeno y glucosa.

5. Determinar si la administracion de la GH y/o el IGF-1 después de la privaciéon

de oxigeno y glucosa tiene un efecto neuroprotector.
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MATERIALES Y METODOS
1 Materiales:

1.1 Materiales Biolégicos:

Se utilizarébn embriones de pollo de 15 dias de desarrollo embrionario (DE)
incubados a 38°C en una camara de aire humidificado (IAMEX, México). Los
huevos fueron donados por Pilgrims, Granja Avicola, Col. Balvaneras en

Querétaro, Qro.
2 Metodologia:

2.1  Cultivo primario cerebelar

Cerebelos de embriones de pollos de 15 DE fueron extraidos y tratados con una
solucion de 0.5% de tripsina (SIGMA-ALDRICH, St. Louis, MO, USA) a 37°C por
10 min para dispersar las células. Posteriormente fueron centrifugadas a 1,800
rom durante 5 min, y la pastilla fue resuspendida en 5 mL de medio Neurobasal
suplementado con 2% B27, 0.25% GlutaMAX, y 2% penicilina-estreptomicina. Las
células fueron disgregadas mecanicamente utilizando pipetas Pasteur
siliconizadas con diametro diferentes. Las células se filtraron a través de una malla
de nylon de 40 um. Las células fueron contadas mediante la técnica de azul de
tripano y alicuotas de 3 x 108 células fueron sembradas en placas de 12 pozos
cubiertas previamente con poli-L-lisina (PLL, 50 ug/ml) y se dej6é estabilizar el
cultivo por 48 h en una incubadora (NUAIRE-AUTOFLOW) con atmdésfera
huameda, 95% de O2y 5% de CO2, a 37°C (Alba-Betancourt y cols., 2013).

2.2 Establecimiento de las condiciones de hipoxia y baja glucosa (HBG)

Los cultivos primarios fueron sometidos a hipoxia (0.5% Oz2) y baja glucosa (1 g/L)
por 12 h (camara de hipoxia (Napco E Series, Modelo 302): temperatura
controlada a 37°C y mezcla de gases con 95 % N2, 5 % COz2, en medio DMEM
bajo en glucosa 1X (1g/L) (DMEM-LG, GIBCO-BRL) con penicilina/estreptomicina
como antibidticos al 2%.
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Los grupos sometidos a condiciones fisiologicas de oxigeno y glucosa (Normoxia
(NX), Neurobasal suplementado con 2% B27, 0.25% GlutaMAX, y 2% penicilina-
estreptomicina (GIBCO) y los grupos sometidos a hipoxia-baja glucosa (HBG,
medio DMEM bajo en glucosa 1X (DMEM-LG) fueron tratados de la siguiente

manera después del dano:

1. Curva dosis respuesta de rcGH (GH recombinante de pollo (rcGH,
Cyanamid AC 4797-100) sobre la viabilidad.

HBG + HBG + HBG +

NX— HBG Ghanwmy GH(10nM)  GH(100nM)

2. Curva dosis respuesta de IGF-1 (BioVision 4119-B9059) sobre la viabilidad.

HBG + HBG + HBG +

NX— HBG  Ghanwmy GH(10nM) GH(40nM)

3. Evaluacién del efecto de rcGH e IGF-1 sobre la viabilidad, apoptosis y

necrosis.
HBG +
HBG + HBG +
NX HBG GH(10nM)
GH(1nM) IGF-1 (40nM) IGF-1(40nM)

4. Evaluacion de la expresion del ARNm de IGF-1 es dependiente de GH

HBG+

NX  HBG SiGH

siGH: ARN de interferencia dirigido en contra de GH

Con base a curvas dosis respuesta de la GH (1, 10, 100 nM) y el IGF-1 (1, 40, 100
nM) asi como, de trabajos previos realizados en el laboratorio (Alba-Betancourt y
cols., 2013; Armenta M.E. 2015) se utilizaran las concentraciones de GH (10 nM) e
IGF-1 (40 nM).

Los cultivos fueron sometidos a 24 h de re-oxigenacion y posteriormente se evalué

la viabilidad, apoptosis y necrosis.
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2.3 Evaluacién de HIF-1la como marcador de hipoxia

2.3.1 Inmunohistoquimica para HIF-1la

Para la cuantificacion de HIF-1a los cultivos cerebelares, fueron fijados
inmediatamente después de la hipoxia sin periodo de re-oxigenacion con
paraformaldehido al 4% en TBS 1X (TRIS 10 mM, NaCl 234 mM, pH 7.6) por 30
min. Después se lavaron con TTBS 1X (Tritén X-100 0.1% en TBS 1X) por 30 min.
Posteriormente se desactivo la peroxidasa enddgena, incubando las células con
una solucion de H202 al 5% en metanol al 50% durante 30 h. Posteriormente se
lavaron con TBS 1X por 30 min. Para el bloqueo de sitios inespecificos se
incubaron con leche descremada (BioRad) al 5% en TBS 1X por 2 h. Terminando
este periodo se lavaron las células con TTBS 1X por 30 min y se incubaron toda la
noche en a temperatura ambiente con una combinacién de dos anticuerpos: Anti-
HIF-1a (policlonal, hecho en conejo, 3716S de Cell Signaling, EUA) dilucion
1:1000, y B-Tubulina Il (monoclonal, hecho en ratén, Covance Inc.) diluciéon 1:200
en TTBS 1X con leche al 1%. Posteriormente se lavaron con TTBS 1X por 30 min,
se incubaron 2 h con el segundo anticuerpo anti-raton hecho en conejo marcado
con FITC (81-6711 Invitrogen, EUA) a una dilucién 1:200, y otro anticuerpo un
anti-conejo hecho en cabra marcado con CY3 (Zymed) a una dilucién 1:5000 en
TTBS 1X con leche al 1 %. Al finalizar se lavaron por 30 min y se contra-tifieron
los nucleos con DAPI (4,6-diamidino-2-fenilidole, 300 nM, Invitrogen). Las
muestras se observaron al microscopio confocal Carl Zeiss LSM-510 y se

analizaron con el software Imagen J.
2.3.2 Inmunotransferencia para HIF-1a

Para la cuantificacion de HIF-1a mediante SDS-Western-blot los cultivos
cerebelares en condiciones fisiolégicas de oxigeno-glucosa y sometidos a hipoxia-
baja glucosa por 12 h fueron homogenizados inmediatamente sin periodo de re-
oxigenacion en amortiguador (50 mM TRIS, inhibidor de proteasas, Complete Mini,

pH 7.4). Posteriormente las células se lisaron por sonicacion (sonicador, Fisher

19



FSH9) durante 15 min, se homogenizaron con ayuda de un pistilo de plastico, y se
cuantifico la proteina por el método de Bradford (500-0006 de Bio-Rad, EUA).

Se realiz6 un SDS-PAGE en condiciones reductoras en un gel de poliacrilamida al
10% con una carga de 60 pg de proteina total por pozo. Concluida la electroforesis
el gel se equilibr6 con amortiguador de transferencia (TRIS 25mM, Gly 192 mM,
metanol 20%, pH 8.3) 15 min, al igual que las membranas de nitrocelulosa (Bio-
Rad, EUA). Se transfirieron los geles de poliacrilamida a la membrana de
nitrocelulosa a 200 mA durante 1 h con agitacion constante. Posteriormente se
lavaron con TBS 1X (Tris 100 mM, NaCl 2.5 M, pH 7.5) por 30 min y se
bloquearon las membranas con leche al 5 % en TBS 1X por 2 h a temperatura
ambiente con agitacién constante. Se lavaron con TTBS 1X (Tween 20 al 0.05%
en TBS) por 30 min e incubaron con el anticuerpo Anti-HIF-1a (policlonal, hecho
en conejo, 3716S de Cell Signaling, EUA) dilucién 1:1000 toda la noche a
temperatura ambiente. Posteriormente se lavaron con TTBS 1X por 30 min, se
incubaron 2 h con el segundo anticuerpo anti-conejo hecho en cabra (656120,
Invitrogen, EUA) conjugado con HRP, en TTBS 1X con leche al 1% diluido 1:3000
por 2 h a temperatura ambiente. Las membranas se lavaron con TTBS 1X por 30
min y TBS 1X por 20 min, y se revelaron con ECL (Amersham GE healthcare) en

peliculas Kodak Biomax ML.

Se realizd stripping a las membranas para determinar actina como control de
carga. Se lavaron con TBS1X 30 min e incubaron con amortiguador para stripping
(TRIS-HCL/SDS/Mercaptoetanol) 40 min entre 70°C y 80°C en bafio maria con
agitacion constante. Se lavaron con TBS 1X hasta eliminar el mercaptoetanol.
Posteriormente se bloquearon con leche al 5%, se lavaron con TTBS 1X por 30
min e incubaron con el anticuerpo anti-actina hecho en conejo (Santa Cruz
Biotecnology, EUA) en TTBS 1X con leche al 1%, dilucion 1:3000 toda la noche a
temperatura ambiente. Posteriormente se lavaron con TTBS 1X por 30 min, se
incubaron 2 h con el anticuerpo anti-conejo hecho en cabra (656120, Invitrogen,
EUA) conjugado con HRP, en TTBS 1X con leche al 1% diluido 1:3000 por 2 h a
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temperatura ambiente. Las membranas se lavaron con TTBS 1X por 30 min y TBS
1X por 20 min, y se revelaron con ECL (Amersham GE healthcare) en peliculas
Kodak Biomax ML. Se determiné la densidad de pixeles con ayuda del software

Image Lab 3.0 de Bio-Rad. Se hizo la relacion con respecto a la actina.

2.4 Determinacién de la viabilidad celular

2.4.1 Azul de tripano

Alicuotas celulares de 1.5 x 10° fueron sembradas en placas de 12 pozos,
después de los tratamientos tanto en Normoxia (NX) como en hipoxia-baja glucosa
(HBG), las células se cosecharon en 1 mL. Se tom6 una alicuota de 10 uL y se
mezcld con 10 ul de azul de tripano al 0.05%, dilucién 1:1. La cuantificacién se
realizd por camara de Neubauer utilizando un microscopio de luz invertido
(Olympus IX50). Las células tefidas de azul se consideran células muertas y las

células no tefidas se cuantificaron como células vivas.

24.2 Ensayo de MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il0)-2,5-
difeniltetrazol)

El ensayo se basa en la reduccion metabdlica del MTT, realizada por la enzima
mitocondrial succinato deshidrogenasa en un compuesto de color azul (cristales
de formazan), permitiendo determinar la funcionalidad mitocondrial de las células
tratadas. Placas de 12 pozos fueron sembradas con 1.5 x 10° células, una placa
para NX y otra para HBG. Después de los tratamientos por 24 h de re-
oxigenacion, se retir6 el medio y se afiadieron 500 uL del reactivo MTT
(concentracion final de 0.5 mg/mL, Roche, EUA) en cada pozo y se incubaron
durante 4 h con atmosfera humeda, 95% de Oz y 5% de CO2, a 37°C. Para
disolver los cristales de formazan formados por las células vivas, se afadieron 500
ul de la solucion de paro, isopropanol y HCI (0.1N), y se midi6é la absorbancia a
570 nm.
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2.5 Evaluacion de la apoptosis celular por la actividad de caspasa-3

Alicuotas de 1.5 x 10° células por pozo fueron sembradas en cajas de 12 pozos.
Para realizar la cuantificacion de la actividad de caspasa-3 se utilizé el paquete de
reactivos Caspase-3 Colorimetric Assay Kit (Assay Designs, Ann Arbor, MI, EUA).
La caspasa es una cisteina-proteasa intracelular que existe como pro-enzima y
que se activa durante la secuencia de eventos relacionados con la apoptosis. El
principio del ensayo involucra la conversidon de un sustrato cromogénico especifico

para caspasa-3, seguido por su deteccion por colorimetria a 405 nm.

2.6 Deteccion de necrosis por la actividad de la enzima Lactato
deshidrogenasa (LDH)

La actividad enzimatica de LDH se mede a 30 °C como la cantidad de piruvato
consumido por disminucién de la absorbancia debida a la oxidacién del NADH a
340nm. La reaccion procede hacia la formacion de lactato y el NAD*.

Alicuotas de 1.5 x 10° células por pozo fueron sembradas en cajas de 12 pozos,
se retird el medio de cultivo tras 12 h de hipoxia-baja glucosa (HBG) y a las 24 h
de re-oxigenacion. Para realizar la cuantificacion de la actividad enzimatica se
utilizé el método descrito por Vassault (1983). En 2.3 ml de solucién (solucion Tris
81.3 mM; NaCl 203.3 mM; NADH 0.244 mM; pH 7.2) se suspendieron 0.2 mL de
medio de cultivo y/o 20 ug de proteina, se mezclé y leyé a 340 nm agregando el
piruvato (solucion Tris 81.3 mM; NaCl 203.3 mM; piruvato 9.8 mM; pH 7.2). La
absorbancia fue registrada al tiempo 0 y cada minuto por 5 min. La actividad se

calculé utilizando la siguiente formula:

LDH en suero = A Densidad Optica/ minuto Mmolas/min/mL
0.00207 *20*1000
LDH en tejido = A Densidad Optica/ minuto Mmolas/min/mg proteina

0.00207 * proteina * 1000
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2.7  Silenciamiento de GH por ARN pequefio de interferencia

La transfeccion se realizé utilizando Lipofectamina 3000/Medio Opti-MEM. Células
(1.5 x108) fueron transfectadas con el siRNA-GH (Sanders y cols, 2010), como
control negativo se utilizé la una secuencia aleatoria de ARN de GH, denominado
SCRM. La eficiencia del siRNA-GH sobre la expresion del ARNm de GH fue
evaluada después de 48 h a través de la disminucion de la expresion por PCR
cuantitativa (QPCR) y ELISA.

2.7.1 Extraccién de ARN

A partir de 4.5 x 10° células se realizo la extraccion de ARN total mediante el
método de Trizol (Invitrogen) y el kit Direct-zol RNA MiniPrep (Zymo research,
R2050). Se homogenizaron las células en 450 yL de Trizol y se le afiadié 450 pL
de etanol (95-100%), se homogeneizo con vortex. Posteriormente se transfirié en
la columna Zymo-Spin IIC dentro de un tubo colector, se centrifugo a 16,000 x g
por 30 s (centrifuga Sorvall). ElI sobrenadante se descarté y se adicionaron 400 uL
del RNA Wash Buffer a la columna y se centrifugé6 a 16,000 x g por 30 s.
Posteriormente se realizé un tratamiento con DNasal, 5 yL de DNasa | en 75 yL
de Digestion Buffer fueron adicionaron directamente a la columna e incubados por
15 min a temperatura ambiente. Al finalizar se adicionaron 400 uL de Direct-zol
RNA PreWash a la columna y se centrifugd a 16,000 x g por 30 s. Se adicionaron
700 pL de RNA Wash Buffer a columna y se centrifugé a 16,000 x g por 2 min para
asegurar la eliminacion completa de RNA Wash Buffer. Finalmente, la columna se
transfirid a un tubo libre de RNasa y se resuspendid el RNA adicionando 50 uL de
agua libre de RNasa directamente a la columna por centrifugacion a 16,000 x g
por 30 s. La concentracion se cuantificd leyendo 2 uL del ARN eluido a 260 y 280

nm en un Nanodrop (Thermo scientific).
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2.7.2 Sintesis de ADN complementario (ADNc)

Para sintetizar el ADNc se utilizé 1 ug del ARN total en un volumen final de 23 L.
Se siguié una serie de 2 reacciones: en la primera se afadieron 1 pL de
hexameros, 1 uL de oligo d(T) (100 pM), 1 uL dNTPs (10 mM) y 8 uL de buffer. En
la segunda reaccion se afadieron 4 yL de DTT, 0.25 pL de RNasa out, 1 pL de
transcriptasa reversa Superscript Il. La reaccion para transcripcion se llevo a cabo
a 42 °C durante 50 min. Una vez terminada la retrotranscripcién, las muestras se

guardaron a - 4 °C.

2.7.3 PCR cuantitativa (qPCR)

Para cuantificar la expresion de los mensajeros de GH e IGF-1 se utilizé el equipo
StepOne™ Real-Time PCR System (ThermoFisher Scientific), el kit LightCycler
FastStart DNA Master SYBR Green | (Roche, 12 239 264 001) y oligonucledtidos
para GH e IGF-1 y para la fraccion 18S ribosomal como gen control (Tabla 2). La
mezcla de reaccion contenia 1 L del Mix1 (ANTP, buffer, SYBR Green |), 1 yL de
MgClz2, 1 gL de cada uno de los oligos (5°-3y 3°-5"), 3 uL de ADNc y 3 uL de H20.
Se llevaron a cabo 40 ciclos de amplificacién a 95 °C por 10s,65°C por 10sy 72
°C por 20 s en cada ciclo. Se obtuvo la cuantificacion del producto de gPCR a
partir de la determinacién de CT comparativo, usando como gen de referencia la

fraccion 18S ribosomal.

Tabla 2 Secuencia de oligonucleétidos de GH, IGF-1 y 18S ribosomal de pollo (Gallus gallus).

Nombre | Numero de acceso Secuencia sentido Secuencia antisentido Tamafio
del
amplicon
(pb)
cGH NM_204359.2.1 CGCACCTATATTCCGGA | GGCAGCTCCATGTCTGA | 126
GGAC CT
clGF1 NM_001004384.2.1 | TACCTTGGCCTGTGTTT | CCCTTGTGGTGTAAGCG | 169
GCT TCT
cr18S AF173612.1 CTCTTTCTCGATTCCGT | TTAGCATGCCAGAGTCT | 99
GGGT CGT
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2.7.4 Cuantificacion de GH por ELISA

La presencia de GH-inmunoreactiva (GH-IR) se realizé utilizando el ensayo por
inmunoabosorcion ligado a enzimas indirecto (ELISA) (Martinez-Coria y cols,
2002). Placas de 96 pozos se recubrieron durante la noche a 4 °C con 12 ng de
rcGH en 100 uL de amortiguador de carbonato (0.1 M, pH 10.3). La placa se lavd
5 veces con TPBS (NaH2PO4 0.01 M, NaCl 0.15 mM, 0.05% w/v Tween 20, pH
7.0) utilizando un lavador de microplacas automatico (Biotrak I, Washer 2,
Amersham Biosciences, Niskayuna, NY, EUA). Las muestras y diluciones seriadas
de rcGH (1024-0.5 ng/mL) en TPBS conteniendo 1% w/v sin grasa, se incubaron
por 16 h con 100 uL de anticuerpo primario CAP-1 (1:100 000) producido en
conejos contra GH nativa de hipdfisis (Aramburo y cols., 1989). Este anticuerpo es
especifico para GH y no muestra reactividad cruzada (<0.001%) con cualquier otra
hormona hipofisiaria. Las placas fueron bloqueadas por 1 h en PBS 1X con leche
al 5%. La placa se lavo 5 veces con TPBS. Las muestras y los estandares 100 puL
se afadieron a los pozos y se incubaron por 2 h a temperatura ambiente. La placa
se lavd 5 veces con TPBS. Posteriormente se afadié el anticuerpo anti-conejo
IgG-conjugado con peroxidasa (dilucion 1:3000, Horseradish peroxidase-anti-
rabbit IgG conjugate (Bio-Rad) en leche al 1% en TPBS, el cual se incubo por 2 h.
La placa se lavé cinco veces con TPBS. El anticuerpo secundario se detectd por
reaccion con el sustrato 2,2"amino-di-(3-etilbenzotiazolina sulfato) (Roche). Las
placas se leyeron después de 30 min en un lector de microplacas de ELISA (Bio-
Rad) a una longitud de onda de 405 nm. El ensayo tiene una sensibilidad de 2
ng/pozo (20 ng/mL), y los coeficientes de variacion inter e intra-ensayo fue de <4%
(Martinez-Coria y cols., 2002).

2.8 Caracterizacion de la poblacion cerebelar en los cultivos primarios

2.8.1 Inmunohistoquimica para DCX, NeuN y GFAP

La caracterizacion la poblacion celular se realizé a través de inmunocitoquimica
utilizando los marcadores: Proteina Nuclear neuronal (Neuronal Nuclei, NeuN),
Doblecortina (Doublecortin, DCX), Proteina Acida Fibrilar Glial (Glial Fibrillary
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Acidic Protein, GFAP), para determinar las poblaciones células: neuronas
maduras, neuronas inmaduras y células gliales.

NeuN (Nucleo neuronal) es una proteina de unién a ARN presente en la mayoria
de las neuronas maduras. La distribucion de NeuN aparentemente se restringe al
nucleo, soma y procesos neuronales cercanos en el cerebro durante la etapa fetal
y adulta, sin embargo, algunas neuronas no son reconocidas por NeuN en todas
las etapas de desarrollo: células de la capa nuclear interna, células Cajal-Retzius,
células de Purkinje, oliva inferior y neuronas del nucleo dentado del cerebelo, y
células ganglionares simpaticas son ejemplos (Dennie y cols., 2016).
Inmunohistoquimicamente la proteina NeuN es detectable por primera vez durante
el desarrollo que corresponde con la salida de las neuronas del ciclo celular y/o
con la iniciacion de la diferenciacion (Dennie y cols., 2016).

La proteina fibrilar acidica de la glia (GFAP) es un filamento intermedio
manomeérico que se encuentra en el citoesqueleto astroglial. GFAP es expresado
en astrocitos maduros en el cerebro adulto (Dennie y cols., 2016).

Doblecortina (DCX) es un marcador de neuronas inmaduras. DCX induce la
polimerizacion de microtubulos. Asi mismo, marca neuronas mitoticas tardias y

neuronas postmitéticas tempranas (Dennie y cols., 2016).

Para la cuantificacién de DCX, NeuN y GFAP en los cultivos cerebelares, fueron
fijados después de los tratamientos por 24 h de re-oxigenacién con
paraformaldehido al 4% en TBS 1X (TRIS 10 mM, NaCl 234 Mm, pH 7.6) por 30
min. Se siguié la metodologia anteriormente descrita en la inmunohistoquimica de

HIF-1a. Los anticuerpos utilizados fueron:

0 Combinacion de anti-DXC (policlonal, hecho en cobayo, Millipore AB2253)
dilucién 1:250 y anti-GFAP (monoclonal, hecho en raton, Millipore
MAB360) dilucién 1:250.

O Combinacion de anti-DXC (monoclonal, hecho en cobayo, Millipore)
dilucion 1:250 y anti-NeuN (monoclonal, hecho en ratén, Millipore MAB377)
dilucion 1:250.
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2.9 Analisis estadistico

Los datos se graficaron como media + error estandar de cada grupo. Se evalué la
distribucion normal de los datos por medio de la prueba de normalidad Shapiro-
Wilk. El analisis estadistico utilizado fue una t de Student para la comparacion
entre 2 grupos, ANOVA de una via seguido de la prueba post hoc de Bonferroni
para la comparacion entre 3 o mas grupos y ANOVA de una via seguido de la
prueba post hoc de Dunnett para la comparacion entre 3 grupos contra el control.
P<0.05 para definir la significancia estadistica. Esto se realizé con ayuda del
software GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, EUA).
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RESULTADOS

1 Caracterizaciéon de la poblacion celular de los cultivos primarios
cerebelares

Inicialmente se caracterizé la poblacién celular por inmunocitoquimica utilizando
los marcadores: Proteina Nuclear neurona (NeuN), Doblecortina (DCX) y Proteina
acida fibrilar glial (GFAP); los cuales permitieron identificar tres tipos de
poblaciones celulares: neuronas maduras (NeuN), progenitores neurales (DCX) y
células gliales (GFAP). Para observar la distribucidn entre las tres poblaciones
celulares, se realizaron dobles inmunomarcajes correspondientes a: DCX-NeuN y
DCX-GFAP.

Con respecto al inmunomarcaje contra NeuN se observd una amplia y homogénea
distribucion, localizada en forma de agregados dentro del inmunomarcaje a DCX
(Fig. 4A). En relacion al inmunomarcaje contra GFAP se observan células con alta
inmunoreactividad a GFAP y de morfologia estrellada, su distribuciéon dentro del
inmunomarcaje a DCX es amplia y, a diferencia del marcaje NeuN, mas dispersa,
localizada alrededor de los agregados celulares positivos a DAPI (Fig. 4B). En
tanto, el inmunomarcaje a DCX muestra una alta inmunoreactividad a lo largo de
los procesos neuronales. En particular, se puede observar que la
inmunoreactividad tiene se origina alrededor de los agregados celulares positivos
a DAPI (Fig. 4A, Fig. 4B).
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A) PROGENITORES NEURALES Y NEURONAS MADURAS

DAPI

B) PROGENITORES NEURALES Y GLIALES

DAPI

Figura 4 Imagenes representativas de inmunocitoquimica para DCX (rojo), NeuN (verde), GFAP (verde) y
DAPI (azul) en cultivos primarios cerebelares. Condiciones: 95% aire, 5% CO2 y 37° C. Las iméagenes
corresponden a: A) Doble inmunomarcaje a DCX-NeuN; B) Doble inmunomarcaje a DCX-GFAP. Microscopia
confocal objetivo 20X- LSM 510.

2 Efecto del dafio por HBG sobre la supervivencia celular

Los cultivos primarios cerebelares sometidos a condiciones de hipoxia-baja
glucosa por 12 h seguido de 24 h de re-oxigenacion mostraron una morfologia y
distribucion diferenciada. Se observé una menor proporciéon de células, reduccién
en las conexiones celulares y mayor cantidad de detritus bajo condiciones de HBG
(Fig. 5B) en comparacion con los controles de normoxia donde se muestra una
mayor proporcion de interconexiones y formacion de redes, asi como, agregados
celulares (Fig. 5A). Respecto a la morfologia en condiciones de normoxia se

observan células alargadas formando neuroesferas y con prolongaciones que
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cuando son sometidas a la hipoxia se pierden y solo quedan muy pocas células

triangulares con mas de un proceso.

Figura 5 Morfologia y distribucién de cultivos primarios cerebelares tratados bajo 12 h de hipoxia-baja glucosa
(HBG) y 24 h de re-oxigenacion. Cultivos de 1.5 x 108 células. (A) Normoxia (NX); (B) HBG. Olympus IX50,
objetivo 20X.

La exposicion de los cultivos primarios cerebelares a condiciones de HBG indujo
una disminucion significativa en la viabilidad celular evaluada mediante el ensayo
de MTT siendo del 52.9 + 2.8 %, en comparacion con 100.0 + 3.9 % en el control
en condiciones de normoxia (Fig. 6).

Asi mismo, se evalud la muerte celular por necrosis y apoptosis mediante de la
actividad enzimatica extracelular de lactato deshidrogenasa (LDH) y caspasa-3,
respectivamente. Bajo condiciones de HBG se observo un incremento significativo
en la actividad LDH liberada en el medio de cultivo de 223.8 + 21.7 % en
comparacién con las condiciones de normoxia (100.0 + 7.4 %), Fig. 7. En tanto, la
actividad de caspasa-3 bajo condiciones HBG incremento significativamente a

120.7 + 5.8 % en comparacién con las condiciones control (100.0 + 1.5 %), Fig. 8.
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Figura 6 Viabilidad celular de cultivos primarios cerebelares sometidos a hipoxia-baja glucosa (HBG). La
viabilidad celular fue evaluada con el ensayo de MTT. Las células fueron tratadas bajo 12 h de HBG y 24 h de
re-oxigenacion. Los controles se mantuvieron bajo condiciones de normoxia (NX). Cada barra representa la
media + error estdndar, n=6 experimentos independientes con dos replicas para cada muestra. Prueba t de
Student, ****p<0.0001.
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Figura 7 Actividad de lactato deshidrogenasa (LDH) liberada de cultivos primarios cerebelares sometidos a
hipoxia-baja glucosa (HBG). Las células fueron tratadas bajo 12 h de HBG y 24 h de re-oxigenacion. Los
controles se mantuvieron bajo condiciones de normoxia (NX). Cada barra representa la media + error
estandar, n=6 experimentos independientes con dos replicas para cada muestra. Prueba t de Student,
***n<0.001.
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Figura 8 Actividad de caspasa-3 de cultivos primarios cerebelares sometidos a hipoxia-baja glucosa (HBG.
Las células fueron tratadas bajo 12 h de HBG y 24 h de re-oxigenacién. Los controles se mantuvieron bajo
condiciones de normoxia (NX) (37° C, 95% aire, 5% CO2). Cada barra representa la media + error estandar,
n=4 experimentos independientes con dos replicas para cada muestra. Prueba t de Student, **p<0.01.

3 Expresion de HIF-1a

Se evaluo la expresion del factor de transcripcion inducido por hipoxia 1o (HIF-1a)
por medio de SDS-Western-blot e inmunocitoquimica. Este factor se tomé como
marcador del modelo de hipoxia dado que su estabilidad depende de la
concentracion de O2, degradandose continuamente en presencia de éste por la
hidroxilacion de la prolil-4-hidroxilasa; sin embargo, a bajas concentraciones de O2
se estabiliza y se dimeriza con la subunidad HIF-1p interaccionando
posteriormente con los co-activadores p300/CBP e induce la transcripcion de
diversos genes (VEGF, EPO, LDH, Hexoquinasa 1y 2, entre otros) que ayudan al
organismo a adaptarse a la hipoxia, promoviendo el metabolismo anaerobio y el

transporte de oxigeno, entre otras funciones (Sharp y Bernaudin, 2004).

En la Fig. 9B se muestra la inmunotransferencia obtenida en muestras de cultivos
primarios sometidos a 12 h de HBG. Se observan las bandas correspondientes de
HIF-1a (120 kDa) y actina (46 kDa). Después del analisis densitométrico y la

relacion HIF-1a/actina se observé un incremento significativo en la proporcion de
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HIF-1ao a 12 h de HBG (154.3 + 22.0 %) ¢ FAmNFcion con el control normoxia
(100 *+ 2.5 %), Fig. 9A.
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Figura 9 Proporcion relativa de HIF-1«a de cultivos primarios cerebelares sometidos a hipoxia-baja glucosa
(HBG). A) Los cultivos primarios cerebelares fueron sometidos a 12 h de HBG. B) Inmunoblot de HIF-1a y
actina. Se obtuvieron bandas cercanas a los 120 kDa para HIF-1l¢ y 46 kDa para actina. Cada barra
representa la media + error estandar, n=3 experimentos independientes. Prueba t de Student, *p<0.05.

Para corroborar la expresion de HIF-1a se realiz6 una inmunocitoquimica para
este factor en los cultivos primarios cerebelares en condiciones de normoxia y
HBG. En la Fig. 9B se observar que la distribucién del factor HIF-1a es
principalmente citoplasmatica, rodeando el nucleo; de igual modo, se presentd una
inmunoreactividad nuclear bajo condiciones de HBG sugiriendo una activaciéon
funcional. Asi mismo, la semi-cuantificacion de la inmunoreactividad a HIF-1a en
proporcion con los nucleos celulares positivos a DAPI, muestra una alta proporcion
de células inmunoreactivas para HIF-1a (57.1 + 4.5%) bajo las condiciones HBG
siendo significativo (Fig. 10B y Fig. 11), en comparacion con el control normoxia
(17.2 + 3.0%), Fig. 10Ay Fig. 11.
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A) NORMOXIA (NX)

DAPI

B) HIPOXIA-BAJA GLUCOSA (HBG)

Figura 10 Imégenes representativas de la inmunoreactividad para HIF-1a. Cultivos primarios cerebelares
sometidos a: A) Normoxia (NX) y B) Hipoxia-baja glucosa (HBG). HIF-1« (rojo) y DAPI (azul). Microscopia
confocal objetivo 40X- LSM 510.
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Figura 11 Proporcion relativa de la inmunoreactividad de HIF-1«. Proporcion relativa de la inmunoreactividad
de HIF-1a con respecto a DAPI en cultivos primarios cerebelares en condiciones de normoxia (NX) y
sometidos a 12 h de HBG. Cada barra representa la media + error estandar, n=2 experimentos
independientes. Prueba t de Student, ****p<0.0001.

A partir de estos resultados se determiné que éstas condiciones son adecuadas

para realizar los siguientes experimentos.

4 Estandarizacion del silenciamiento de la GH por ARN de interferencia

Dado que la GH puede ejercer sus efectos directamente y/o por medio de la
liberaciobn de mediadores secundarios como es el caso de IGF-1, a través de la
tecnologia de ARN de interferencia (siRNA), se silencié el gen de GH para
determinar si la expresion de ARN mensajero (ARNm) de IGF-1 es dependiente de
la expresiéon de GH ante un dano hipdéxico-isquémico.

En la Fig. 12A se observa la disminucion de la expresiéon del ARNm de GH 48 h
posterior a la transfeccion del siRNA contra GH (0.43 + 0.05 veces las unidades
de expresion) con respecto al control. Asi mismo, la concentracion proteica de la
GH disminuy0 significativamente (23.7 + 7.8 ng/ug de proteina) con respecto a la

secuencia aleatoria (scramble) (563.1 + 5.8 ng/ug de proteina), Fig. 12B.
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Figura 12 Silenciamiento de la GH en cultivos primarios cerebelares. A) Expresion del ARNm de GH medido
por gPCR. B) Concentracion proteica de GH medido por ELISA. Condiciones: normoxia (NX); secuencia
aleatoria (SCRM), GH ARN de interferencia (siGH). Cada barra representa la media + error estandar, n=4
experimentos independientes. A) ANOVA de una via post hoc Dunnett. B) Prueba t de Student, * p < 0.05,
**p<0.01.

5 Los niveles de ARNm de la GH y el IGF-1 incrementan ante un dafio
hipoxico-isquémico

Para determinar si a nivel transcripcional la GH e IGF-1 responden ante un dafio
por hipoxia-isquemia, como mecanismo endogeno, evaluamos la expresion de sus
ARNmM respectivos en los cultivos primarios cerebelares.

La expresion del ARNm de GH en los cultivos primarios cerebelares aumenté
significativamente ante un dano por HBG (3.2 + 0.5 veces las unidades de
expresion) con respecto al control normoxia (1.0 + 0.03 veces las unidades de
expresion). La interferencia del ARNm de GH bajo condiciones de HBG mostré
una disminucién significativa (1.6 + 0.1 veces las unidades de expresiéon) en

comparacion con el dafo por HBG, no asi contra las condiciones control, Fig. 13.
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Figura 13 Expresion del ARNm de GH en cultivos primarios cerebelares ante un dafio por hipoxia-baja glucosa
(HBG). Expresion del ARNm de GH medido por qPCR. Condiciones: normoxia (NX), HBG y HBG + GH ARN
de interferencia (HBG+siGH). Cada barra representa la media + error estdndar, n=4 experimentos
independientes. ANOVA de una via post hoc Bonferroni, *p<0.05, ****p<0.0001.

La expresion del ARNm de IGF-1 incremento significativamente (3.1 + 0.8 veces
las unidades de expresion) con respecto al control normoxia (1.0 + 0.1 veces las
unidades de expresion). Interfiriendo la expresion de GH (siGH) ante un dano por
HBG disminuyd significativamente la expresion de IGF-1 (0.5 + 0.1 veces las
unidades de expresién), indicando que la expresién de IGF-1 ante un dafo

hipéxico-isquémico es regulada por GH, Fig. 14.
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Figura 14 Analisis de la expresién de IGF-1 en cultivos primarios cerebelares ante un dafio por hipoxia-baja
glucosa (HBG). Expresion del ARNm de IGF-1 medido por gPCR. Condiciones: normoxia (NX), HBG y HBG +

GH ARN de interferencia (HBG+siGH). Cada barra representa la media + error estandar, n=4 experimentos
independientes. ANOVA de una via post hoc Bonferroni, *p<0.05.
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6 Efecto protector de GH e IGF-1 ante un dafio por HBG

Debido a que la GH y el IGF-1 son hormonas que ejercen efectos neuroprotector
en el SNC y que, algunas acciones de la GH son mediadas por IGF-1; surgi6 el
interés de evaluar su efecto sobre la supervivencia celular administradas posterior
a un dano por HBG en cultivos cerebelares. Para evaluar si la administracién de
GH posterior al dafio puede tener un efecto protector se evalud: la supervivencia
celular (ensayo MTT), muerte celular por necrosis (actividad LDH liberada) y

apoptosis (actividad de caspasa-3).

6.1 Viabilidad celular

Una vez determinadas las condiciones de hipoxia se realizaron los experimentos
para evaluar el efecto de la GH e IGF-1 sobre la viabilidad celular. En base las
curvas dosis respuesta de la GH (1, 10, 100 nM) y el IGF-1 (1, 40, 100 nM), asi
como, de trabajos previos realizados en el laboratorio (Alba-Betancourt y cols,
2013; Armenta M.E. 2015) se determind el efecto de la GH (1 nM), IGF-1 (40 nM)
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y su combinacion (GH+IGF1) sobre la viabilidad celular (ensayo MTT). en los
cultivos primarios cerebelares posterior a 12 h de HBG y 24 h.

La adicién de GH posterior a un dafio por HBG tiene un efecto positivo significativo
sobre la viabilidad (77.3 + 4.2 %, Fig. 15), asi como IGF-1 (72.3 + 3.9 %, Fig. 15)
en comparacién con el dafio por HBG (52.9 + 2.9 %). Por otra parte, la co-
administracién de GH e IGF-1 no mostré un sinergismo sobre la viabilidad (59.2 +
3.8 %, Fig. 15) lo que sugiere que ambas hormonas tienen acciones similares que

neutralizan sus efectos protectores.

120+
*

E\o/ 100- —— | *kkk |
S 80
= e —_— -
8 60- **** o Eu N —
v vv
@© -
S i :Ev

C 1 e ; —

NX HBG HBG HBG HBG
GH IGF1 GH+IGF1

Tratamiento

Figura 15 Efecto de la GH y el IGF-1 sobre la viabilidad celular en cultivos primarios cerebelares ante un dafio
por hipoxia-baja glucosa (HBG). Las células fueron tratadas posterior a 12 h de HBG en presencia de GH 1
nM (HBG+GH), IGF-1 40 nM (HBG+IGF-1) y la combinacion de GH e IGF-1 (HBG GH+IGF-1. La viabilidad
celular fue evaluada con el ensayo MTT 24 h posterior al tratamiento. Los controles (NX) se mantuvieron bajo
condiciones de 37° C, 95% aire, 5% CO2. Cada barra representa la media + error estandar, n=9 experimentos
independientes con dos replicas para cada muestra. ANOVA de una via. Post hoc Bonferroni, *p<0.05, **
p<0.01, ***p<0.0001.

6.2 Actividad de LDH liberada

Para evaluar si la GH y/o IGF-1 pueden tener un efecto sobre muerte celular por
necrosis ante un dano por HBG, GH e IGF-1 fueron administrados posterior a 12 h
de HBG vy, 24 h después se evalud la actividad LDH liberada en el medio de los
cultivos primarios cerebelares como marcador de necrosis ya que este tipo de

muerte celular se caracteriza morfolégicamente por la hinchazén y ruptura de los
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organelos intracelulares, conduciendo eventualmente a la ruptura de la membrana
plasmatica (Moquin y Chan 2010) y la pérdida de la membrana plasmatica causa
la liberacidn del contenido intracelular al medio extracelular, incluyendo la enzima
citoplasmatica lactato deshidrogenasa (LDH) (Chan y cols, 2013).

El dafio por HBG indujo un incremento significativo en la liberacion de LDH de
538.6 + 92.1 % en comparacién con las condiciones control normoxia (100.0 +
10.5 %), Fig. 16, el cual disminuyé significativamente en presencia de GH (73.8 +
11.1 %, Fig. 16), no asi la administracion de IGF-1 (288.0 + 40.5 %, Fig. 16) que
mostré una disminucion parcial. En tanto, la co-administracion de GH e IGF-1 no
disminuy? la liberacion de LDH inducida por HBG (545.2 + 163.1 % versus 538.6 +
92.2 %), Fig. 16, indicando que se neutralizan los efectos protectores de ambas

hormonas, Fig. 16.
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Figural6 Efecto de la GH y el IGF-1 sobre la liberaciéon de la enzima LDH en cultivos primarios cerebelares
ante un dafio por hipoxia-baja glucosa (HBG). Las células fueron tratadas posterior a 12 h de HBG en
presencia de GH 1 nM (HBG+GH), IGF-1 40 nM (HBG+IGF-1) y la combinacion de GH e IGF-1 (HBG
GH+IGF-1). La actividad LDH fue evaluada 24 h posterior al tratamiento. Los controles (NX) se mantuvieron
bajo condiciones de 37° C, 95% aire, 5% CO2. Cada barra representa la media + error estandar, n=8
experimentos independientes. ANOVA de una via. Post hoc Bonferroni, * p < 0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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6.3 Actividad de caspasa-3

Para evaluar si la GH y/o IGF-1 pueden tener un efecto sobre muerte celular por
apoptosis ante un dano por HBG; GH e IGF-1 fueron administrados posterior a 12
h de HBG y, 24 h después se evalud la actividad caspasa-3 en los cultivos
primarios cerebelares como marcador de apoptosis ya que este tipo de muerte
celular es un mecanismo de muerte programada y tardia que se caracteriza por
condensacion nuclear y de cromatina, contraccion citoplasmatica y presencia de
cuerpos apoptéticos (Descloux y cols, 2015). La actividad de caspasa-3 se evaluo
como marcador de muerte celular por apoptosis, dado que es una técnica sensible
y especifica.

El dafio por HBG incrementé significativamente en la actividad caspasa-3 de 120.0
+ 5.8 %, en comparacion con las condiciones control (100.0 + 1.5 %), Fig. 17. La
administracion de GH redujo significativamente la actividad caspasa-3 (105.0 + 3.9
%, Fig. 17). En tanto, la administracién de IGF-1 (111.4 + 5.2 %, Fig. 17) y la co-
administracion de GH e IGF-1 (107.2 + 3.9 %, Fig. 17) no presentaron un efecto

protector significativo sobre la actividad caspasa-3.
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Figura 17 Efecto de la GH y el IGF-1 sobre la actividad caspasa-3 en cultivos primarios cerebelares ante un
dafio por hipoxia-baja glucosa (HBG). Las células fueron tratadas posterior a 12 h de HBG en presencia de
GH 1 nM (HBG+GH), IGF-1 40 nM (HBG+IGF-1) y la combinacion de GH e IGF-1 (HBG GH+IGF-1). La
actividad caspasa-3 fue evaluada 24 h posterior al tratamiento. Los controles (NX) se mantuvieron bajo
condiciones de 37° C, 95% aire, 5% CO2. Cada barra representa la media + error estandar, n=5 experimentos
independientes. ANOVA de una via. Post hoc Bonferroni, * p < 0.05, **p<0.01.
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DISCUSION

Los resultados de este trabajo demuestran que la GH ejerce efectos
neuroprotectores en cultivos cerebelares embrionarios cuando es administrada
posterior a un dafo por hipoxia-baja glucosa. Asi mismo, se encontré que la GH
ejerce su accion protectora mediante efectos directos e indirectos a través de

regular la expresion de IGF-1.

En el SNC, el dano perinatal por hipoxia-isquemia es causante de la perdida
neuronal en regiones cerebrales importantes asociadas con funciones
neuropsicoldgicas y motoras (Vannucci y Hagberg, 2004). Ante este tipo de dafos
el SNC responde a través de la expresion endégena de factores neurotrdéficos,
como GH y el IGF-1, con el fin de limitar la canitidad de muerte celular y promover
su recuperacion. En el modelo de HI por oclusion unilateral de la arteria carétida
se ha mostrado un incremento en la inmunoreactividad a GHR en el hipocampo de
rata, correlacionandose con el incremento en la proliferacién y neurogénesis de la
zona subventricular (Cristophidis y cols., 2009). En cerebelo, el dafo por HI esta
asociado con un incremento en la sintesis de GH, lo que sugiere que tanto la GH
enddgena como la exdgena estan participando en la proteccion (Alba-Betancourt y
cols., 2013). Asi mismo, el incremento en la expresiéon progresiva del ARNm de
IGF-1 se correlaciona con una disminucion al dafo en regiones cerebrales como la
corteza parietal lateral, estriado, giro dentado y talamo (Guan y cols., 1993) en

ratas neonatales sometidas a un dafo por HI (Gluckman y cols., 1992).

Se ha demostrado que la administracion de la GH y del IGF-1 ejercen efectos anti-
apoptdticos a través de la activacion de la via de sefializacion PI3K/Akt en el
modelo de dafio perinatal por HI (Guan y cols., 2003; Alba-Betancourt y cols.,
2013) y que, ademas a nivel enddcrino existe una regulacion periférica entre la GH
y la expresion de IGF-1, se plantea que ambas hormonas pueden tener efectos

neuroprotectores en el SNC ante un dafio por Hl.

42



En el presente trabajo se valido el modelo de HI en cultivos cerebelares
embrionarios de pollo mediante la exposicion a 0.5-5% O2 durante 12 h y
sometiendolos después a 24 h de re-oxigenacion lo cual induce una disminucion
de la viabilidad y un incremento de la actividad de las enzimas caspasa-3 y LDH,
como marcadores de apoptosis y necrosis, respectivamente. Estos mecanismos
de muerte celular, apoptosis y necrosis, asi como, autofagia, han sido también
observados en el modelo de HI neonatal en rata (Carloni y Balduini, 2008;
Descloux y cols., 2015).

Asi mismo, en trabajos previos del laboratorio, utilizando el modelo de cultivos
primarios cerebelares embrionarios de pollo, se observé una disminucion en la
viabilidad celular e incremento en la actividad caspasa-3 bajo condiciones de HlI,
correlacionandose con los presentes resultados (Cordoba, 2011; Alba-Betancourt
y cols., 2013). Ademas los cambios morfolégicos caracteristicos de la muerte
celular por apoptosis y necrosis tales como: la pérdida de conexion por la
reduccion en la arborizacion dendritica y axoénica, formacién de detritus
relacionados con restos celulares y una reduccién en el volumen citoplasmatico
fueron similares a los observados previamente por Ankarcrona y cols, en 1995 en
cultivos de células granulares cerebelares bajo un dafo excitotdéxico inducido por

glutamato.

Ademas nuestros resultados demuestran que bajo condiciones de hixpoxia se
incrementa la inmunoreactividad del factor HIF-1a principalmente a nivel nuclear
en los cultivos cerebelares, lo cual es un indicador del ambiente hipoxico (Sharp y
Bernaudin, 2014). El incremento del factor HIF-1 ante un dafio por HI se ha
estudiado en cultivos primarios de neuronas corticales por su participacion como
factor protector (Ramamoorthy y Shi, 2014). En el modelo de embriones de pollo
sometidos a hipoxia se demostré el papel neuroprotector del factor HIF-1a
dependiente de su acumulacién en los I6bulos 6pticos (Giusti y Fiszer de Plazas,
2012), por lo tanto, es posible que HIF-1a incremente en el cerebelo como factor

protector y pueda estar implicado en la expresion de GH.
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Estudios previos, han mostrado que la administracion de GH confiere
neuroproteccion ante un dafio por HI (Scheepens y cols., 2001; Christophidis y
cols., 2009; Devesa y cols., 2013; Alba-Betancourt y cols., 2013). Sin embargo,
solamente se han estudiado ciertas estructuras cerebrales, como la sustancia
blanca periventricular, corteza, ganglios basales, talamo e hipocampo por ser las
mas sensibles (Hutton y cols., 2014; Descloux y cols., 2015), y existen pocos
estudios realizados en el cerebelo. Biran y cols. (2012) determinaron que después
de un dafo por HI disminuyo el numero de células de Purkinje, interneuronas, asi
como el grosor de la capa molecular y granular en ratas de 2 dias de edad
induciendo deficiencias en el desarrollo a largo plazo que incluyen: alteracion de
las funciones motoras como la hipotonia, falla en la coordinacion de movimientos
finos, la ataxia y la alteracion de la secuenciacion motora, entre otras (Biran y
cols., 2011; Hutton y cols., 2014).

Por lo tanto, en este trabajo fue de gran interés probar el efecto protector de GH
administrada posterior a un dano por HI en el cerebelo de embriones de pollo de
15 dias. El hecho de que la GH administrada durante el dafo por HI fuera capaz
de prevenir de la muerte celular por apoptosis y necrosis a estas células (Cérdoba,
2011; Alba-Betancourt y cols., 2013), ahora se complementa con nuestros
resultados que muestran que la administracion de GH posterior al dafio,
incrementa su viabilidad después del dano en un 25% con respecto a HBG y
también pueden rescatar a las células de la muerte por apoptosis y necrosis ya
que estas disminuyen significativamente cuando se evaluan por la actividad de
caspasa 3 y la liberacion de LDH. En conclusion, se puede senalar que la
hormona de crecimiento puede tener efectos protectores antes y después del dafio
por HBG en la etapa aguda.

Estos datos coinciden con resultados obtenidos en otro modelo experimental
donde observaron que los mecanismos de muerte celular por apoptosis y necrosis
estan presentes en el cerebelo de lechones sometidos a HI global, sugieriendo
que las neuronas inmaduras son mas susceptibles a la muerte por apoptosis,

mientras que las neuronas diferenciadas mueren por necrosis (Yue y cols., 1995).
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En ensayos in vitro en células ganglionares de la retina (linea celular QNR/D)
también se observaron acciones antiapoptéticas de la GH, sobre la muerte celular
por apoptosis y necrosis, ante un dafio por excitotoxicidad inducido por glutamato
(Martinez-Moreno y cols., 2016). Por lo tanto se puede sefalar que la GH ejerce
sus efectos protectores también sobre estos tipos de muerte celular en el

cerebelo.

Por otra parte, en el caso del IGF-1 es considerado un mediador de las acciones
de la GH en el crecimiento y diferenciacion. Por lo tanto, fue muy importante definir
cuales son las acciones directas versus las indirectas de la GH y esto aun no se
han establecido con claridad. Aunque existen estudios sobre una de sus acciones
clasicas como es el caso del crecimiento donde esta bien establecido que los
efectos estan mediados por ambas hormonas (IGF-1 y GH) para un crecimiento
apropiado (Lincoln y cols., 1994; Yakar e Isaksson, 2016). En el caso del cerebelo
se conoce la presencia y distribucion del GHR en la rata y conejo durante etapa
postnatal sefalando un papel de la GH en el desarrollo neural, aunado a esto se
ha determinado la expresion del IGF-1 en el cerebelo (Lincoln y cols., 1994; Croci
y cols., 2011). Asi mismo, se ha establecido que el IGF-1 es esencial para la
supervivencia de las células de Purkinje durante la etapa postnatal en ratas (Croci
y cols., 2011) y esto ha permitido proponer que un efecto neuroprotector del IGF-1
enddgeno. Esto han sido apoyado por evidencia obtenida por Guan y cols. (2003)
quienes observan que hay una disminucion del dafio HI con el tratamiento de IGF-
1 en la etapa aguda ya que el IGF-1 y otros factores de crecimiento se

incrementan en etapas posteriores al dafo.

Por lo tanto, en este trabajo evaluamos el efecto protector de GH e IGF-1
administrado posterior a un dafo por Hl y 24 h después de la re-oxigenacion en
cultivos cerebelares de embriones de pollo y los resultados mostraron un
incremento de la viabilidad celular, sin embargo, los resultados fueron diferentes
ya que con GH si fueron significativos y con IGF-1 no alcanzaron significancia
sobre la prevencion de la muerte celular por apoptosis y necrosis. Esto puede

45



explicarse como se sefalo previamente, a la temporalidad del tratamiento, a las
condiciones de incubacion y la concentracion del péptido.

Este resultado no concuerda con el efecto de IGF-1 en otro modelo, cultivos
primarios de células ganglionares de la retina de de ratas neonatales, que fueron
sometidos por 12 h de bajo condiciones de hipoxia (5 % O2), y tratadas con IGF-1
durante el dano a una concentracion de 200 ng/ml (26.7 nM), mostré una
disminuciéon en el numero de cuerpos apoptoticos, asi mismo, reportan una
disminucién en la actividad caspasa-3 en comparacion con las condiciones de
hipoxia esto seguramente por la temporalidad del tratamiento (Yang y cols., 2013).
Por otra parte, en cultivos primarios de neuronas granulares cerebelares de ratas
neonatales el tratamiento con 25 ng/ml (3.3 nM) de IGF-1 reduce la perdida
neuronal en un 50% cuando es administrado 6 h posterior a la privacion de KCI
(Galli y cols., 1995). Es importante sefialar que aunque el dafo cerebelar bajo el
modelo de dafio por HI de rata postnatales ha sido validado en embriones de pollo
(Lee y cols., 2001), quiza las diferencias observadas se deban a las etapas de
desarrollo del cerebelo entre estas especies y a la vulnerabilidad que esto
conlleva, dado que el pollo es precosial y la rata es atricial (Biran y cols., 2012;
Dzialowski 2007).

Por otra parte, con respecto a la concentracion de IGF-1 y presencia de su
receptor, podrian ser algunas de las razones por las cuales en nuestras
condiciones este péptido no inhibié la apoptosis y necrosis en forma significativa.
Esto lo apoyan los hallazgos de Guan y cols. (2003) que sefalan que las acciones
neuroprotectoras de IGF-1, estan mediadas por el bloqueo de eventos apoptéticos
tempranos y eso explica por qué sus efectos son altamente dependientes del
momento de administracion de los factores neuroprotectores, con una ventana de

oportunidad relativamente estrecha después del dafio por HI.

Por otra parte, bajo nuestras condiciones la apoptosis la actividad caspasa-3 se
incremento solo 1.2 veces, y este incremento fue menor al reportado previamente
para esta actividad (4.5 veces y 2.5 veces) bajo condiciones de HI (Alba-

Betancourt y cols., 2013, Yang y cols., 2013), por lo que sugerimos que la
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evaluacion de la apoptosis no se realizé en un periodo de tiempo apropiado. Esto
se sefala porque se ha reportado que esta depende de varios factores como: el
tipo de célula o tejido, el agente inductor de la apoptosis, la concentracion del
farmaco, la intensidad del estimulo, y el tiempo de exposicion al dafio (Soundquist
y cols., 2006).

Dado que ambas hormonas ejercen un efecto neuroprotector, nos intereso evalua
si la co-administracion de estos (la GH e el IGF-1) podrian tener un efecto
protector sinérgico o aditivo. Sin embargo, nuestros resultados muestran que en
conjunto estas hormonas no incrementaron sus efectos con respecto a los datos
cuando fueron administradas solas. Esto pude explicarse por que las hormonas
podrian tener similares vias de activacidn y por tal motivo no se refleje el efecto de
las dos. A nivel endocrino esta bien descrito que el IGF-1, en pacientes con
acromegalia con resistentes a la insulina, bloque las acciones de la GH
(Clemmons y cols., 2002). Aunado a esto la presencia de estos factores exdégenos
y al bien definido incremento de estos factores a nivel local, podrian estar llevando
a cabo sus efectos a través de mecanismos autocrino/paracrino en la sefalizacion

de ambas hormonas.

Por otra parte en este trabajo se determind que en los cultivos cerebelares
embrionarios se incremento la expresion del ARN mensajero de la GH y el IGF-1
ante un dafio por HI como mecanismo protector enddgeno. Estos son los primeros
datos en los que se evalua cuantitativamente la expresion del ARNm, vy
complementan los datos con respecto a la proteina, la cual ha sido evaluada
también por otros autores, en donde han observado igual que nosotros una
correlaciéon entre el dafio HBG y el aumento en la concentracién proteica de estos
factores sugiriendo que estas hormonas puedieran actuar como neurotrofinas
protectoras (Gluckman y cols., 1992; Guan y cols., 2003; Scheepens y cols., 2001;
Alba-Betancourt y cols., 2013).
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Asi mismo, con el fin de determinar si la GH regula el aumento en la expresién de
IGF-1 ante un dafo por HI, a través de la tecnologia del ARNm de intereferencia
se silencio la expresion de GH. Los resultados mostraron que, ante el dafio por Hl,
se requiere primero el incremento en la expresion de GH para poder inducir la
expresion de IGF-1 después del dafio ya que en aquellos cultivos transfectados
con el ARNm interferencia disminuyd significativamente la expresién de IGF-1.
Ensayos posteriores en estos cultivos permitiran determinar la relevancia funcional
de la GH e IGF-1 ante el dano por HI y definir si los efectos en viabilidad o
apotosis son mediados por las mismas vias de sefalizacién o es una combinacion
de éstas (PI3K/Akt, MAPK/Erk ). En trabajos previos el silenciamiento de la GH en
CGR por ARNm de interferencia incremeno el numero de cuerpos apoptéticos y
disminuyo la longitud axonal en un 40% (Sanders y cols., 2010; Baudet y cols.,
2009). Estos resultados apoyan la funcion y/o regulacién de GH vy la participacion
de esta en la regulacion de la expresiéon de IGF-1 donde las dos hormonas pueden

actuar como factores neurotroficos en el cerebelo.
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CONCLUSION

Este trabajo presenta evidencia clara de que la administracion de GH posterior a
un dafio por HI ejerce un efecto protector sobre los cultivos primarios de células
del cerebelo de embriones de pollo, a través de inhibir su muerte celular por
apoptosis y necrosis lo cual se ve reflejada en un incremento significativo en la
viablidad celular. Asi mismo, en este estudio se determind que el tratamiento con
el IGF-I mejora viabilidad significativamente, sin embargo no disminuye la
proporcion de apoptosis y necrosis bajo las condiciones de tratamiento utilizadas.
Ademas se observdé que el incremento en la expresion de ARNm de IGF-1
inducido durante la hipoxia es regulado por un aumento en la expresion del ARNm
de GH y ambos juegan un papel importante en los mecanismos enddgenos de
neuroproteccion actuando como factores neurotréficos. Por otra parte el
incremento de estos factores durante el dafo por HI permite proponer que los
efectos protectores esten mediando a través de mecanismos autdcrina y/o

paracrina .
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