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RESUMEN

La mielina es una estructura lipoprotéica producida por células gliales llamadas
oligodendrocitos (OLs). Fallas en el proceso de mielinizacion son causantes de diferentes
patologias neuroldgicas. Un ejemplo de ésto y con alta incidencia en México, es el
desorden llamado lesion difusa de sustancia blanca (LDSB), que se presenta en neonatos
gue sufren lesiones en la sustancia blanca e hipomielinizacion debido a un episodio
hipoxico. En este trabajo, buscamos desarrollar un modelo de dafio en la sustancia blanca
inducido por hipoxia en etapa postnatal. Usando ratones cd1, aplicamos dos métodos para
cuantificar la presencia de mielina. Histolégicamente fue usada la tincion Black Gold I
(BGII), mientras que para para analizar los cambios microestructurales aplicamos la
imagenologia por resonancia magnética (IRM). Se evaluaron parametros derivados de la
IRM, la fraccién de anisotropia (FA) y las difusividades axial y radial. Ademas, se aplicé un
andlisis de la motricidad para conocer si ésta se ve alterada por la hipoxia. El tratamiento
hipoxico se realizdé en una camara de gases donde los animales fueron expuestos a una
atmosfera hipdxica (5% oxigeno), durante 6 horas cada 24 horas por 5 dias, del dia post
natal 3 al 7 (p3 a p7). La hipoxia indujo desmielinizacién a p7 (terminado el tratamiento
hipoxico), reflejada en una disminucion en la densidad éptica (DO) de las tinciones BGII.
La desmielinizacion se mantuvo a p24, manifestada en el andlisis de FA que disminuy6 de
manera global, principalmente en algunas estructuras como el cerebelo y la corteza
cerebral. El andlisis de las difusividades indicé que la disminucion de FA a p24 se debi6 a
la menor presencia de mielina en corteza cerebral y cerebelo, mientras que para el
miembro olfativo se debié a dafios axonales. A p33 se observd una recuperacion en la
mielinizacion, evidenciada con la DO y los parametros derivados de IRM. El andlisis de
motricidad implementado en distintas edades (pl14, p24 y p33), revelaron que existe una
disminucién en la velocidad en los animales hipoxicos, que se mantiene en edad p33. Es
posible que a pesar de existir una remielinizacion o mielinizacién normal, al verse retrasado
el proceso podria estar afectado el establecimiento de la circuiteria involucrada en los

mismos. El modelo de hipoxia propuesto tiene un efecto desmielinizante, que permitira



evaluar la participacion de la sefalizacion GABAérgica del linaje oligodendroglial en el

proceso de mielinizacion.
SUMMARY

Myelin is a lipoprotein structure produced by glial cells called oligodendrocytes (OLS).
Failures in the myelination process are causes of different neurological pathologies. An
example of this and with a high incidence in Mexico, is the disorder called diffuse white
matter lesion (LDSB), which occurs in infants suffering from white matter lesions and
hypomyelination due to a hypoxic episode. In this work, we seek to develop a model of
white matter damage induced by hypoxia in the postnatal stage. Using cd1 mice, we applied
two methods to quantify the presence of myelin. Histologically, Black Gold Il (BGlI) staining
was used, while to analyze the microstructural changes we applied magnetic resonance
imaging (MRI). Parameters derived from MRI, fractional anisotropy (FA) and axial and
radial diffusivities were evaluated. In addition, an analysis of motor skills was applied to
determine if it is altered by hypoxia. The hypoxic treatment was performed in a gas chamber
where the animals were exposed to a hypoxic atmosphere (5% oxygen), for 6 hours every
24 hours for 5 days, from post natal day 3 to 7 (p3 to p7). The hypoxia induced
demyelination at p7 (after the hypoxic treatment), reflected in a decrease in the optical
density (OD) of the BGII stains. Demyelination remained at p24, manifested in the AF
analysis that decreased overall, mainly in some structures such as the cerebellum and
cerebral cortex. The diffusivities analysis indicated that the decrease in AF to p24 was due
to the lower presence of myelin in the cerebral and cerebellar cortex, while for the olfactory
limb it was due to axonal damage. A p33 showed a recovery in myelination, evidenced by
the OD and the parameters derived from MRI. The motor analysis implemented at different
ages (pl4, p24 and p33), revealed that there is a decrease in speed in hypoxic animals,
which remains at age p33. It is possible that despite the existence of normal remyelination
or remyelination, the process could be affected by the establishment of the circuitry involved
in them. The proposed hypoxia model has a demyelinating effect, which will allow
evaluating the participation of the GABAergic signaling of the oligodendroglial lineage in

the myelination process.
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1. INTRODUCCION

La mielinizacién de vertebrados ha sido un avance evolutivo esencial para las funciones
cognitiva, motora, sensorial y de orden superior. En el sistema nervioso central (SNC), el
proceso de la mielinizacion se ejecuta por oligodendrocitos (OLs), que envuelven su
membrana y citoplasma alrededor de los axones para generar una vaina membranosa de
varias capas que corre a lo largo de la mayor parte de la longitud del axén, y es
interrumpido peridodicamente por nodos no mielinizados llamados nodos de Ranvier. Esta
compleja arquitectura, orquestada por la comunicacion entre OLs y neuronas, permite la
rapida conduccién en forma saltatoria de los potenciales de accion, que viaja 6ptimamente
sobre las largas distancias que caracterizan a sistemas nerviosos complejos (Baumann
and Pham-Dinh 2001).

El proceso de mielinizacion se inicia en la etapa embrionaria tardia, aunque en gran medida
se produce durante el periodo posnatal, en donde sirve no solo para mantener las
funciones de los circuitos neuronales establecidos (Fig. 1), sino también para generar o
reforzar nuevas conexiones formadas durante los fendmenos plasticos, como la memoria
y el aprendizaje (Zatorre, Fields, and Johansen-Berg 2013). Notablemente, la mielinizacion
contindia en el cerebro adulto y esta dinamicamente regulada por diferentes estimulos,

incluida la actividad neuronal y balance metabdlico (McTigue and Tripathi 2008).

En resumen, el proceso de mielinizacion es un fenémeno fundamental del SNC, en donde
el funcionamiento neuronal requiere de una interaccion estrecha de los axones con la glia
mielinizante. De manera importante, las sefiales y las moléculas involucradas que
determinan las capacidades mielinizantes de los OLs han sido parcialmente definidas, con
lo cual, la investigacion en el conocimiento de los mecanismos subyacentes en este
proceso es de fundamental importancia porque permitira, ademas de la generacion de
nuevo conocimiento, el detalle mas especifico de la participacion de agentes o vias
moleculares, como la sefalizacion GABAérgica, y la formulaciéon o posible disefio de
estrategias terapéuticas en la resolucion de patologias precisamente relacionadas con

patrones de alteracion en la mielina.
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Figura 1. Procesos de mielinizacion durante el ciclo de vida humana. Se representan distintos
procesos de mielinizacion de algunas estructuras a diferentes etapas del desarrollo. La
mielinizaciébn comienza en la etapa fetal y contindia durante hasta la vejez, teniendo muchos de

estos procesos en el primer afio de vida. Tomado de Baumann and Pham-Dinh (2001).

1.1 Sistema Nervioso

El sistema nervioso esta constituido por dos tipos celulares; las neuronas, que transmiten
los impulsos nerviosos y las células de soporte: las células gliales o simplemente glia
(Brodal 2016). A su vez, la glia se subdivide en diferentes tipos celulares cada una con sus
funciones caracteristicas: la oligodendroglia, la microglia, la astroglia y la ependimoglia en
el SNC (Araque and Navarrete 2010). Mientras que para el sistema nervioso periférico el
principal tipo de glia son las llamadas células de Schwann, que mantienen la homeostasis

neuronal (Zhang et al. 2019)



1.2 Oligodendrocitos y mielinizacion

Los oligodendrocitos son células post mitéticas que se desarrollan a partir de células
precursoras de oligodendrocitos (OPCs) (Fig. 2). Los OPCs migran desde el neuroepitelio
de la zona ventricular/subventricular a la sustancia blanca en desarrollo (Simons and Nave
2016). Durante el desarrollo embrionario los OLs son originados a partir de células madre
del ectodermo neuronal periventricular. Durante las etapas tempranas del desarrollo los
OPCs aparecen en oleadas a partir de la region ventral del tubo neural, posteriormente
durante el desarrollo tardio los OPCs provienen de la region dorsal. Estos OPCs se
diferencian en oligodendrocitos premielinizantes (Mohammad, Olusegun, and Umaru
2016).
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Figura 2. Linaje oligodendroglial. Se muestran esquemas de tres estadios del linaje
oligodendroglial, partiendo de la célula precursora de oligodendrocito, ademas el oligodendrocito
premielinizante que posee multiples procesos celulares a diferencia del oligodendrocito
mielinizante o maduro el cual posee un menor nimero de procesos celulares. Modificado de Fields
(2015).

Morfologicamente los OLs se caracterizan por ser células pequefias con relativamente
pocos procesos (Fig. 2). Poseen un gran nimero de microtibulos en sus procesos,
posiblemente involucrados en la estabilidad de los mismos (Lunn, Baas, and Duncan

1997). Se localizan en el SNC y su funcion principal en la sustancia blanca es la de proveer



la mielina para la répida conduccion de las sefiales eléctricas a través del axon neuronal

(Kandel Eric , Schwartz James , Jessell Thomas, Siegelbaum Steven 2013).

Los OLs producen capas de mielina, envolviendo al axon concéntricamente y en repetidas
ocasiones (Fig. 3). Los segmentos mielinizados reciben el nombre de internodos, estos
tienen una longitud entre 150-200 um y tienen una periodicidad de 12 nm (Baumann and
Pham-Dinh 2001). Los OLs son capaces de recubrir a mas de un axon o al mismo axon,
pero en diferentes puntos, siendo capaces de realizar de 1 hasta 30 segmentos (Kandel
Eric , Schwartz James , Jessell Thomas, Siegelbaum Steven 2013). La caracteristica de
poseer nodos e internodos es lo que le otorga al impulso nervioso la caracteristica de

“conduccion saltatoria” (Baumann and Pham-Dinh 2001).
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Figura 3. Estructura de una neurona con axéon mielinizado. Esquematizacion de una neurona

y sus partes. En éste se pueden resaltar los nodos de Ranvier y las vainas de mielina envueltas
concéntricamente alrededor del axén, llamadas internodos. Modificado de Arancibia-Carcamo and
Attwell (2014).



Ademas, los OLs y la misma mielina son factores importantes en la organizacion interna
de la estructura axonal y del posterior crecimiento del calibre de este ultimo, pues
intervienen en el mantenimiento y supervivencia del propio axon. En ausencia de la
proteina especifica de mielina PLP/DM-20, por ejemplo, los axones presentan morfologias

anormales, ademas de la degeneracion de éstos (Baumann and Pham-Dinh 2001).

Por otro lado, en la comunicacion entre OLs y neuronas, los neurotransmisores ejercen
actividad moduladora sobre los OLs. Algunos de los principales neurotransmisores son el
glutamato, la adenosina trifosfato (ATP), el acido y-aminobutirico (GABA) y la adenosina,
gue actian sobre el OL a través de diversos mecanismos, algunos de ellos relacionados
con sefalizacién de calcio (Butt 2006). De manera importante, en el caso de GABA,
principal neurotransmisor inhibitorio del SNC, éste se ha vinculado en la regulacion de la
mielinizacion axonal (Lee and Fields 2009). El neurotransmisor actla sobre receptores a
GABA (GABAR), es producido en las neuronas GABAérgicas a partir del aminoéacido
glutamato por medio de la enzima acido-glutamico descarboxilasa (GAD) y es degradado
por la enzima GABA transaminasa; ademas, GABA juega un papel en la modulacion de la

actividad neuronal (Radhakrishnan et al. 2011).

Se conocen dos clases de receptores GABAR; los ionotrépicos llamados GABAAR y los
metabotropicos llamados GABAsR (Vélez-Fort, Audinat, and Angulo 2012). Estos se
expresan en neuronas y también en células gliales (von Blankenfeld, Trotter, and
Kettenmann 1991). Los GABAsR estan asociados a sistemas de segundos mensajeros
gue se acoplan a proteina G, canales i6nicos de calcio (Ca?*) y de potasio (K*) (Bettler et
al. 2004). Poseen dos subunidades, la GABAs@u) y la GABAB). La subunidad GABAs(2)
debe coexpresarse con GABAg1a) 0 GABABub) para formar un receptor funcional (Bettler
et al. 2004).

Por su parte, los GABAAR son receptores activados por ligando, al unirsele GABA, induce
la apertura de un canal i6nico para Cl, lo que provoca en general una hiperpolarizacion.
Los GABAAR se conforman por cinco subunidades, que pueden estar dispuestas en

diferentes combinaciones (Fig. 4). En los OLs, la expresion de estos receptores es



determinada por su interaccién con neuronas y ha sido propuesto un papel importante en
los procesos de mielinizacion (Arellano et al. 2016).

GABA
A
ﬁ Benzodiacepinas
GABA,R
B

Figura 4. Estructura del receptor ionotrépico a GABA. Esquematizacion de un GABAAR. A) El
GABAAR posee sitios de unién a GABA y a benzodiacepinas, entre otros. Este receptor permite
el flujo de CI. B) Se compone por 5 subunidades. Cada subunidad contiene 4 dominios
transmembranales (TM1-TM4) ademas, se indica un sitio intracelular de fosforilacion por cinasas
(P). Modificado de (Bormann 2000).

En trabajos previos se ha mostrado que los GABAAR poseen un patron farmacoldgico
distintivo en receptores de OLs (Arellano et al. 2016). La evidencia sugiere que esta
distincion podria conferirle propiedades de blanco terapéutico, con la idea de modificar los

procesos mielinizantes.



Se conocen una gran cantidad de moléculas de distintas caracteristicas que modulan
activando, llamados agonistas, o inhibiendo, llamados antagonistas, a los GABAAR. Uno
de los moduladores clasicos es el diazepam, que es un agonista y potencia la respuesta a
GABA (Campo-Soria, Chang, and Weiss 2006) o el indiplén que actia como un modulador

alostérico positivo (Petroski et al. 2006).

Ademas, existe otra clase de moduladores, lo denominados agonistas inversos: éstos se
unen en el mismo sitio al que se une un agonista, pero ejerciendo un efecto contrario,
inhibiendo al receptor. Existe un grupo de moléculas llamadas [B-carbolinas, también
moduladoras de los GABAAR, que en neuronas acttan inhibiendo las respuestas a GABA
(Rigo et al. 2002). Una de las moléculas que forman parte de este grupo es la butil-p-
carbolina-3-carboxilato (B-CCB) que actia como un agonista inverso e inhibe
potentemente la unién de las benzodiacepinas con el receptor en neuronas. Por el
contrario, en los GABAAR oligodendrogliales, la B-CCB actia potenciando la respuesta a
GABA (Arellano et al. 2016). Es importante resaltar la distincion de funcionalidad de 3-CCB
entre OLs y neuronas, pues su caracteristica de potenciacion del GABA sobre los OLs,
abre la posibilidad de modular funciones primordiales como la mielinizacion. Sin embargo,
es necesario llevar a cabo las investigaciones pertinentes para desentrafiar la factibilidad

y alcance de estas ideas.

1.3 Lesibén difusa de sustancia blanca (LDSB)

Dentro de los problemas de salud relacionados a la medicina neonatal, las lesiones
cerebrales en infantes pretérmino son de particular importancia. En paises de primer
mundo, por ejemplo, mas de 50,000 infantes nacen prematuros y con bajo peso, aunque
debido a los avances en los cuidados intensivos neonatales, aproximadamente el 90% de
estos infantes sobreviven el periodo neonatal. Sin embargo, de este 90% alrededor del
10% de infantes presentan en su desarrollo deficiencias espasticas motoras, que estan
categorizadas como paralisis cerebral. Ademas, un 25-50% adicional posteriormente

manifiestan deficiencias cognitivas o conductuales (Volpe 2001).



Las lesiones cerebrales en infantes prematuros engloban una variedad de lesiones
neuropatolégicas, como las lesiones difusas de sustancia blanca que incluyen a la
leucomalacia periventricular (LPV), la hemorragia de la matriz intraventricular germinal,
hidrocefalia post hemorragia y muchos patrones de lesiones neuronales. Las primeras dos
de estas lesiones son las mas importantes y con la baja en la incidencia de la hemorragia
intraventricular, la LPV se ha posicionado como la forma principal de lesién cerebral en

infantes prematuros (Volpe 2001).

La neuropatologia de la LPV consiste en dos principales componentes, el focal y el difuso
(Fig. 5). El focal localizado en la sustancia blanca profunda del cerebro, esté caracterizado
por necrosis localizada de todos los elementos celulares con la subsecuente formacion de
quistes. ElI componente difuso es una lesibn poco menos severa y aparentemente
especifica, lesionando precursores de oligodendrocitos (OL), que estan destinados a
desarrollarse a OLs maduros que son los encargados de formar la mielina que recubre los
axones de la sustancia blanca cerebral (Zonouzi et al. 2015), de este modo, la LPV conlleva

una hipomielinizacion de la sustancia blanca durante el desarrollo.

Los infantes nacidos prematuramente (23-32 semanas de gestacion) estan en gran riesgo
de desarrollar lesion difusa de la sustancia blanca (LDSB), que es a menudo asociada a la
hipoxia crénica (Zonouzi et al. 2015). La LDSB es asociada con la interrupcién del
desarrollo de la sustancia blanca subcortical ademas de la pérdida de células NG2 tardias
(Zonouzi et al. 2015). Las NG2 son células gliales en el sistema nervioso central de
mamiferos que expresan el proteoglicano NG2 que se diferencian a OPC’s (Zhu, Bergles,
and Nishiyama 2007). También esta asociada con la reduccion de la expresion de
marcadores GABAérgicos en la corteza y en la sustancia blanca, y recientes estudios han
identificado una reduccion en GABA cortical con relevancia clinica en modelos murinos de
LDSB (Zonouzi et al. 2015). Se ha demostrado que la LDSB disminuye la tasa de la
proteina p27 de arresto del ciclo celular en células NG2, contribuyendo ademas a la
interrupcion del progreso del desarrollo de estas células e induciendo la desmielinizacion
de la sustancia blanca subcortical. La proliferacién y maduracion de las células NG2 resulta

en mejoras funcionales. Estas células NG2 expresan el GABAAR y reciben sinapsis



GABAérgicas de interneuronas en el desarrollo temprano. La sefializacion GABAérgica
durante la progresion del ciclo celular de las células NG2 les podrian proveer de un
mecanismo para la regulacibn de la proliferacion y diferenciacion de éstas a

oligodendrocitos (Zonouzi et al. 2015).

LPV LPV
{difuso) (difuso)

Figura 5. Componentes de la leucomalacia periventricular (LVP). Tincion hematoxilina-eosina
de un corte coronal de cerebro de un infante prematuro fallecido por fallo cardiaco. Se pueden
apreciar las lesiones presentes en la LPV, tanto el componente focal (necrosis quistica) como el
componente difuso en el que el linaje oligodendroglial se ve afectado, teniendo como consecuencia

hipomielinizacién del area afectada. Tomada de Volpe et al (2011).

En general, las alteraciones en el desarrollo de la sustancia blanca debido al dafio cerebral
neonatal asociadas con la interrupcion de la mielinizacion, que se correlaciona con un
periodo de susceptibilidad regulada por el desarrollo de células progenitoras de
oligodendrocitos tardios (OPCs por sus siglas en inglés). Por esta razon, la identificacion
de mediadores moleculares de la regeneracion de los OLs en sustancia blanca neonatal
después de sufrir hipoxia es esencial para el desarrollo de estrategias terapéuticas para
prevenir deficiencias del neurodesarrollo asociadas a esta patologia (Jablonska et al.
2012).



2. ANTECEDENTES

La sefializacion GABAérgica esta involucrada en la mielinizacién a través de las células
NG2 de la sustancia blanca del cerebelo en modelos murinos de hipoxia (Zonouzi et al.
2015). La hipoxia causa la pérdida de la sinapsis mediada por GABAAR, lo que provoca la
proliferacion de estas células y retrasa la maduracion de los OLs, causando
hipomielinizacion. Se ha reportado que, empleando tiagabina (inhibidor selectivo del
transportador de GABA, GAT-1) y vigabatrina (inhibidor de la enzima GABA transaminasa)
se contrarrestan los efectos de la hipoxia, pues estas moléculas provocan la acumulacion
y disponibilidad de GABA en el espacio sinaptico, haciendo evidente su participacion en
estos procesos. El efecto particular que se observo fue la potenciacion de la progresion de
células NG2, disminuyendo su proliferacién y promoviendo la oligodendrogénesis que, a
Su vez repercutio en una mejora de la mielinizacién (Zonouzi et al. 2015). Otros trabajos,
realizados dentro de nuestro laboratorio, han mostrado que la B-CCB actia como un
potenciador de la respuesta a GABAAR en los GABAR oligodendrogliales (Arellano et al.
2016). Estos receptores muestran una composicion de subunidades a3B2y1, la cual, se

sugiere es la composicion especifica de estos receptores en los oligodendrocitos.

3. JUSTIFICACION

Es importante el estudio del papel de la sefializacion GABAérgica en el proceso de
mielinizacion durante el desarrollo postnatal normal y en condiciones patoldgicas. Por ello,
desarrollar un modelo de alteracion en la mielinizacion es crucial, pues permitiria utilizarlo
con herramientas farmacolégicas que respondan a la especificidad de la participacion

celular (OLs-Neus).

Con un modelo capaz de inducir hipomielinizacion, se proveera de herramientas para el

disefio de posibles estrategias terapéuticas.
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4. HIPOTESIS.

El tratamiento de hipoxia en la etapa postnatal inducira hipomielinizacién en el SNC en

ratones.

5. OBJETIVO.

Desarrollar un modelo de lesion en la mielinizacion de ratones postnatales y caracterizarlo

longitudinalmente.

6.1 OBJETIVOS PARTICULARES.

1. Implementar un modelo de hipoxia en la etapa postnatal que induzca alteraciones
de hipomielinizacion.

2. Determinar si existe hipomielinizacion en la etapa postnatal mediante histologia por
black gold 1l (BGII).

3. Evaluar el proceso de mielinizacion mediante resonancia magnética como técnica
no invasiva en el estudio longitudinal del modelo en condiciones control y bajo
tratamiento hipéxico.

4. Explorar la motricidad de animales expuestos a hipoxia en edad postnatal (al

término del tratamiento) y adultas (posterior al tratamiento).

6. MATERIAL Y METODOS.

La estrategia experimental planteada (Fig. 6) consistio en la aplicacién de un tratamiento
hipoxico de 5 exposiciones a ratones de la cepa cdl1 en etapa post natal, iniciando al dia
post natal 3 y concluyendo al dia 7. Al termino del tratamiento hipoxico, se selecciono
aleatoriamente una muestra de animales y se disec6 el tejido cerebral el cual se prepar6

para realizar un analisis histolégico mediante la tincién black gold Il (BGII). En los dias p24
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y p33 se realiz6 una prueba de motricidad y se obtuvieron imagenes mediante resonancia
magnética. A p33, como en p7, se disecO y proceso el tejido cerebral para el posterior

analisis histologico.

\ Y v v ' | = [ A 2 24, W Hipoxia
... .|
o s o & 3 E § E ’b Prueba de ' BGII

motricidad; IRM
Figura 6. Estrategia experimental. Esquema que ilustra el disefio experimental seguido.

Animales: Se emple6 un modelo murino, con ratones Mus musculus cepa cdl. En etapa
post natal 3 (p3) a etapa post natal 33 (p33). Los ratones fueron mantenidos en cuarto de
bioterio con una nodriza. Fueron monitoreados diariamente, registrando el peso,
etiquetandolos y llevados al cuarto de procedimientos correspondiente, ya sea para
exploracion motriz o imagenologia. Los sacrificios, para los analisis histolégicos se hicieron
al término de la prueba de imagenologia. En breve, los animales fueron sacrificados por
anestesia profunda con isofluorano (en cdmara de gases), enseguida una dosis de 50
mg/Kg de pentobarbital soédico fue administrada via intraperitoneal, como método de
eutanasia. Luego, los ratones fueron perfundidos via ventriculo izquierdo, primero con

solucion tampon de fosfatos (solucion PBS 1X) y enseguida con PFA 4%.

Modelo de hipoxia. En una camara de gases los ratones se expusieron a una atmosfera
hipoxica la cual se compone de una mezcla de gases de 5% de Oz, 5% de CO2y 90% de
N2 (Fig. 7A). Los animales fueron expuestos desde edad p3, diariamente durante 6 horas,
hasta p7. Se exploré la exposicion a hipoxia durante 5 dias. Posterior a cada sesion diaria,
los animales fueron devueltos a su habitat en bioterio, junto a la nodriza, hasta el siguiente
paso experimental. Los animales control recibieron la misma manipulacion con la

excepcion de ser expuestos a una atmoésfera normoxica (Fig. 7B).
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Figura 7. Estrategia experimental para la induccion de la hipoxia. A) Para el grupo con
tratamiento hipdxico se utilizd6 una cdmara de gases la cual esta conectada a un tanque con la
mezcla de gases (02 5%, CO2: 5%, N2: 90 %) los cuales entran a la camara y desplazan la
atmadsfera ambiental presente dentro de la camara a una presion de 100 libras de fuerza por
pulgada cuadrada (psi; por sus siglas en inglés pounds-force per square inch). B) Para el grupo

control se utilizé una camara de gases sin induccién de hipoxia (sin tanque de gases conectado).

Preparacién de tejido cerebral. Los cerebros de los animales fueron disecados a distintas
etapas de su desarrollo en condiciones patolégicas y normales. Posteriormente se fijaron
en paraformaldehido al 4% en solucion buffer fosfato salino (PBS por sus siglas en inglés).
Para criopreservarlos se colocaron en una solucién PBS-30% sacarosa (50 mL PBS/15 g
sacarosa) durante 24 h. Tras 24 h de criopreservacion, los tejidos fueron cortados de 50
micrometros (um) en un criostato (Leica® CM 1850) a una temperatura entre -24° y -26°

C y colocados en portaobjetos electrocargados (VWR micro slides Superfrost® Plus).

Black Gold II. Para analizar la mielinizacion de los tejidos cerebrales, se emple0 la tincion
Black Gold 1l (BGII) (Millipore Black-Gold Il Myelin Stainning® kit), un compuesto de
aurohalofosfatos especifico para mielina. Para ello, los cortes de 50 um, fueron hidratados

con soluciéon PBS y con H20 Milli-Q durante 2 minutos (min) cada una, se incubaron en
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solucién de BGII (disuelto al 0.3% en solucion NaCl 0.9%) durante 12-20 minutos a 60° C.
Posteriormente recibieron una serie de lavados con PBS durante 2 min, seguido de
tiosulfato de sodio 1% (Na-Tio) por 3 min a 60° C y otro lavado con PBS por 2 min.
Enseguida, fueron contrastados con violeta de cresilo 0.1% (en H20 Milli-Q y acido acético
glacial (3ul de acido por mL de agua)) por 1 min. Tras un lavado con PBS por 2 min los
cortes fueron deshidratados con alcoholes, etanol 70% 1 min y 96% 1 min. Para realizar el
montaje, se les agrego xilol por 1 min y posteriormente se agregé medio DPX® y se les

colocé un cubreobjetos, para posteriormente ser visualizadas en microscopio optico de luz.

Resonancia magnética (RM). Dos grupos de ratones fueron sometidos a exploracion
mediante RM. Estos fueron monitoreados después de concluido el tratamiento hipoxico, a
p24 y p33. Las imagenes de resonancia fueron adquiridas en el resonador Bruker de 7T
(Bruker®) del LANIREM. En particular, las imagenes son adquiridas en una secuencia 2D
de imagenes exo-planares (EPI: Echo-Planar Image) de 30x20 mm, con 22 rebanadas
virtuales de 650 um (que cubre practicamente todo el encéfalo). Se us6 un tiempo de
repeticion de 2 s, tiempo de eco de 20 s y 64 direcciones. Un par de gradientes de campo
pulsado con un valor b de 650 s/mm? se aplicé alrededor del pulso de RF de 180° en una

secuencia spin-echo.

Una vez que se adquirieron las iméagenes de difusion, éstas fueron procesadas mediante

el software MRtirx 3 (https://www.mrtrix.org/). Dado que la microarquitectura del tejido

cerebral obstruye el movimiento o la difusién de las moléculas de agua, causando perfiles
de difusion dependientes del tejido, se emple6 entonces un protocolo para medicion del
tensor de difusion (DTI: Difussion Tensor Imaging), lo que da como resultado imagenes
dependientes del tejido y de la orientacibn. De este modo, tejidos cerebrales con
diferencias estructurales, por ej., sanos o enfermos, influyen de manera diferente en la
difusion. De esta manera se calcularon los mapas de anisotropia (Fig. 8 A1-2), del vector
de difusion (Fig. 8 B1-2), ademas de los mapas de la difusion axial y difusion radial.
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Figura 8. Exploracion de imagenologia por resonancia magnética (IRM). Imagenes en vista
coronal, tipicas del mapa de anisotropia (A) y del vector principal de difusién (B). Se muestran
ejemplos en cerebro (Al, B1) y en cerebelo (A2, B2) de ratén cdl (P24). Las intensidades de estos
mapas representan la magnitud de FA, asi como la orientacion de los elementos del vector (rojo:

izquierda-derecha, verde: dorsal-ventral y azul: rostral-caudal).

A partir de los mapas generados fue posible crear mapas de regiones de interés (ROI:
Region of Interest) en el tejido cerebral los cuales delimitaban estructuras especificas (Fig.
9). Mediante las ROI’s creadas se cuantifico, a través del software, los valores del factor

de anisotropia, de la difusion axial y la difusion radial.
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Figura 9. Mapas de regiones de interés (ROI). Imagenes ilustrativas que muestran cémo fueron
seleccionadas las ROI’s, region en amarillo. En A, se muestra la ROI del cuerpo calloso creada

sobre el mapa de anisotropia. En B, la ROI del cingulo creada sobre el mapa del vector de difusion.

Analisis de motricidad. Las pruebas utilizadas fueron adaptadas de los sistemas de
puntuacion descritos por otros para postnatales o animales adultos sometidos a diversos
paradigmas de dafio cerebral isquémico-hipéxico (Kim et al. 2017). Para evaluar la
capacidad motriz se realizdé una prueba que consistioé en colocar al animal en el extremo
de un pasillo de 20 centimetros (cm) de longitud, en el otro extremo se deposita aserrin
gue proviene del nido donde es alojado junto a la nodriza para estimular al sujeto para que
atraviese el pasillo (Fig. 10). El animal debe atravesar los 20 cm y el tiempo que le lleva es

cronometrado. Tras 1 serie de entrenamiento se realizaron 5 repeticiones por animal.
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Figura 10. Estrategia experimental para analisis de motricidad. El animal recorre un pasillo de
20 cm de longitud, donde al final de los 20 cm se coloca aserrin tomado de su hébitat. Se cuantifica

el tiempo en el que recorre los 20 cm, adicionalmente se calcula la velocidad.

16



Cuantificacion de la densidad 6ptica. Se utilizo el software ImageJ (version 1.522) para la
cuantificacion de la densidad optica (DO) de areas de distintas estructuras cerebrales
tefiidas con BGII. Primero las imagenes se convirtieron a escala de grises (8 bits).
Posteriormente, se crearon ROI's a partir de las cuales la intensidad optica (10) fue
obtenida. Se obtuvo la DO, normalizando los valores de 10 de cada ROI (IOror) contra la
IO del fondo de cada ROI (10¢) (Ec. 1)(Cisneros-Mejorado et al. 2019).

I0f—IOROI
I0f

DO=

Ecuacion 1. Densidad éptica normalizada.

Andlisis estadistico. En cada analisis estadistico se muestra el promedio para cada grupo
y como medida de dispersion se muestra el error estandar. Se utilizo la prueba t-Student
para comparar las medias de dos grupos. Utilizando un intervalo de confianza del 95%
(P<0.05). Las pruebas estadisticas fueron realizadas con el software GraphPad Prism®

(version 6).

7. RESULTADOS

7.1. Efectos de la hipoxia en etapas postnatal y adulta medidas con BGII

Primero, animales norméxicos e hipoxicos fueron evaluados para comparar los niveles
relativos de mielina, mediante BGII. La evaluacion se hizo al terminar el tratamiento
hipoxico, esto es en p7. Como se muestra en la figura 11, cortes coronales de cerebro
fueron obtenidos, tanto de ratones expuestos a hipoxia como animales en condiciones

normoéxicas. Se obtuvieron micrografias de cortes secuenciales para cada caso, y en ellos
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se cuantifico la densidad éptica, obtenida de BGII, en distintas zonas de cada rebanada,
como se ejemplifica en la figura 11A-B. La densidad Optica medida en condiciones
normoxicas fue de 0.58+0.02, mientras que para las condiciones hipoxicas fue de
0.35%0.01, es decir, una reduccion del 40%. Esto sugiere que el dafio por hipoxia resulta
en una menor cantidad de mielina, de manera generalizada pues las zonas afectadas

estan ubicadas practicamente en todo el cerebro.
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Figura 11. Mielinizacién en hipoxia en ratones p7. A y B muestran cortes coronales
secuenciales (50 um) de cerebros de raton en condiciones normaoxicas (arriba) e hipdxicas (abajo)
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en edad p7, justo al terminar el tratamiento hipoxico. Estas imagenes panoramicas son una
composicion de multiples imagenes tomadas a 4X para cada corte coronal (composicion de 16 a
20 imagenes, unidas en software ImageJ). Notese una menor coloracion de BGII en condiciones
hipdxicas. C, micrografias correspondientes a los recuadros en negro en Ay B, tomadas en objetivo
10X. Las micrografias originales de la tincion con BGII (BGII Original) son convertidas a escala de
grises (BGII Grises) para posteriormente medir las intensidades de tincion en distintas estructuras
de interés. D, DO normalizada para los dos grupos comparados, norméxicos e hipdxicos. La
cuantificacién proviene de medir la DO en las regiones de los recuadros marcados en C, para cada
rebanada. La DO normalizada, proviene de la DO promediada para cada rebanada y luego por

grupo. *P<0.05 (n=3; se muestra promedio + error estandar).

Lo anterior sugiere que las condiciones de hipoxia promueven una alteracion en la
mielinizacion, lo que se muestra como una menor tincion con BGII, medida en distintas
estructuras del cerebro de raton. Adicionalmente, se evalud si estos dafos estructurales
pueden ser recuperados en etapas posteriores, en la etapa adulta de los animales. Asi,
ratones normoxicos e hipoxicos se dejaron vivir hasta el dia p33, y en esta etapa
nuevamente se analizé la densidad Optica de distintas estructuras en cortes histoldgicos.
El andlisis se realizé en micrografias secuenciales de cortes coronales de tejido norméxico
(Fig. 12A) como hipoxico (Fig. 12B), delimitando las areas de interés para inicialmente
realizar un analisis global (Fig. 12C). De manera interesante, se encontrd que la DO global
en el grupo norméxico fue de 0.4793+0.02250, mientras que en el de condiciones hipdxicas
fue de 0.5434+0.01453. Para intentar discernir cudles estructuras tenian DO diferente, lo
gue influencia sobre la DO global, se cuantificd este parametro en diversas zonas como el
cingulo, el talamo, el hipotalamo, el cuerpo calloso y la corteza cerebral. En algunas
estructuras (p.e. el cingulo, el talamo, el hipotdlamo) no se encontro diferencia significativa
en la DO (Fig. 13), lo que sugiere que en esta etapa posterior existe una recuperacion del
dafo hipomielinizante inducido por la hipoxia, hallazgos que estan en acorde con estudios
previos (Zonouzi et al. 2015). Sin embargo, en el cuerpo calloso se observa aun la
persistencia del dafio (DO 0.7709+0.02119 normaoxico, 0.6820+0.01284 hipodxico) (Fig. 14),
esto indica que el cuerpo calloso permanece dafiado hasta edades mas tardias. De
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manera interesante, se encontrd6 que la corteza cerebral tiene una mayor DO en los
animales que fueron sometidos al tratamiento hipéxico (DO de 0.2708+0.03204 normaoxico,

0.5408+0.01129 hipdéxico) (Fig. 15).
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Figura 12. Mielinizacién en hipoxia en ratones p33. Cortes coronales (50 um) de cerebros de

ratdn en condiciones normoxicas (A) e hipdxicas (B) en edad p33. Estas imagenes panoramicas
son composiciones de multiples imagenes adquiridas con objetivo 4X de cortes coronales
(composicién de 9 a 12 imagenes, unidas en software ImageJ). C, método para cuantificar la
densidad Optica en las tinciones con BGII: las imagenes originales (en color) son transformadas a
escala de grises (8 bits), obtenidas con objetivo 4X. Ademas, se muestran recuadros ilustrativos
de algunas éareas en las que se cuantificé la DO. Cuerpo calloso (CC), cingulo (Cing), corteza (Ctx),
caudoputamen (CP). Ademas, se cuantifico la DO en el talamo y el hipotalamo (no ilustrado). Los
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cortes provienen de dos cerebros representativos, uno normoéxico y uno hipoxico. D, muestra la
DO normalizada para los dos grupos comparados, normoéxicos e hipoxicos. *P=0.0158 (Prueba t-
Student desapareada de dos colas; n=3). Las graficas son presentadas como la media + error

estandar.
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Figura 13. Densidad Optica (DO) normoxia vs hipoxia en edad p33. Cortes coronales de

tejido normoxico (A) e hipdxico (B) en los que se observa el cingulo (cing) y el rea analizada
dentro del recuadro. Los histogramas muestran la DO normalizada de normdxicos vs hipéxicos de
distintas estructuras, el cingulo (C), el hipotdlamo (D) y el tAlamo (E). Cuerpo calloso (cc). Prueba

t-Student desapareada de dos colas; n=3. Las graficas son presentadas como la media * error

estandar.
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Figura 14. Densidad 6ptica (DO) de cuerpo aIIoso en edad p33. Micrografias representativas
de tinciones BGII, en plano coronal, de tejido normdxico en A y tejido hipdxico en B. recuadro
delinea el area del cuerpo calloso (cc) que fue analizada. C DO normalizada, la DO en el tejido
norméxico es mayor que del grupo hipéxico. Cingulo (cing). **P=0.0013. Prueba t-Student

desapareada de dos colas; n=3. Las graficas son presentadas como la media + error estandar.
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Figura 15. Densidad oOptica (DO) de la corteza en edad p33. Micrografias representativas de
tinciones BGII, en plano coronal, de tejido normoéxico en Ay tejido hipoxico en B. Los recuadros
delinean las &reas ilustrativas que fueron analizadas sobre la corteza. C DO normalizada, la DO
en el tejido normoéxico es mayor que del grupo hipéxico. Corteza (ctx), cuerpo calloso (cc) y cingulo
(cing). ****P<0.0001. Prueba t-Student desapareada de dos colas; n=3. Las graficas son

presentadas como la media + error estandar.
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7.2. Alteraciones en las métricas de RM en animales expuestos a hipoxia

Para explorar in vivo el efecto de la exposicion a hipoxia y la posible hipomielinizacion, se
realizo un estudio mediante resonancia magnética por el método de difusion, que permitio
realizar la cuantificacion de la fraccién de anisotropia (FA), mediante la cual se infirio la
presencia de mielina. A partir de las imagenes obtenidas por difusion, se obtuvo el mapa
de FA. La figura 8 muestra un ejemplo de mapas de FA en condiciones control (Fig. 16A)

y con exposicion a hipoxia (Fig. 16B).

Figura 16. Mapa de anisotropia de animales en etapa p24. Se presentan dos imagenes
representativas del mapa de anisotropia de un animal norméxico (A) y un animal hipéxico (B).
Notese las diferencias en la intensidad en el area donde se localiza el cingulo (flechas), la hipoxia

promueve una menor fraccion de anisotropia.

Utilizando esta metodologia, inicialmente, se exploro el dafio en animales de edad p24, en
ambos grupos normoxicos e hipdxicos. Se evalud el FA en los animales expuestos a
hipoxia (exposicion de 6 h durante 5 dias, 6 h/5 d). También en este grupo de animales se
realizo el analisis de manera global (Fig. 17A), del cerebelo (Fig. 17B) y de algunas
estructuras particulares (Fig. 17C). Se encontré que la hipoxia promueve disminuciones en
el indice de FA globalmente y también a nivel estructura; por lo menos existen diferencias
en el cerebelo, la corteza cerebral, el cingulo y el miembro olfativo (Fig. 17). Los resultados

anteriores sugieren que estas estructuras presentan hipomielinizacion, la cual es inducida
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por el tratamiento hipoxico. Enseguida, para explorar este indice en edades mas

avanzadas y correlacionar con los hallazgos histologicos, se

ambos grupos.

cuantificé el FA en p33 en
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Figura 17. indice de la fraccion de anisotropia (FA) en p24. Se calculd la FA a través de las

imagenes obtenidas por resonancia magnética. Comparacion de la

FA entre animales normdéxicos

e hipdxicos en etapa p24. De manera general, se observa un menor factor de anisotropia en los

animales bajo condiciones hipoxicas, tanto en el andlisis global como en estructuras individuales.

Presentando una diferencia significativa en las estructuras del cingulo, del miembro olfativo y de la

corteza. Ademas la anisotropia global también se vio afectada. Cuerpo calloso (CC), miembro

olfativo (MO) y caudoputamen (CP) *P<0.05 n23 para cada caso.

como la media + error estandar.

Las graficas son presentadas
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Después de 25 dias de la exposicion hipdxica, no se encontraron diferencias en el FA de
ambos grupos de animales. Ni en el andlisis global, como tampoco en el analisis de
estructuras particulares. Estos resultados sugieren la recuperacion de la presencia de
mielina en el grupo de animales expuestos a hipoxia casi un mes antes. Sin embargo, en
contraste con los hallazgos histolégicos, en donde se muestra hipomielinizacion en el
cuerpo calloso, el valor de FA en esta estructura no difiere, es posible que el uso de
diferentes metodologias confiera estas discrepancias, las cuales podrian ser resueltas con

un mayor niumero de muestras en cada grupo.
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Figura 18. indice de la fraccién de anisotropia (FA) en etapa p33. Se calculo la FA a través de

las imagenes obtenidas por resonancia magnética. Comparacion de FA entre animales normoxicos
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e hipoxicos en etapa p33. De manera general, no se observa diferencias significativas en el factor
de anisotropia en los animales bajo condiciones hipéxicas, tanto en el andlisis global como en
estructuras individuales respecto al grupo de animales normoéxicos. Cuerpo calloso (CC), miembro
olfativo (MO) y caudoputamen (CP). Con n=3 para cada caso. Las graficas son presentadas como

la media + error estandar.

Por otro lado, dado que FA se ha correlacionado no sélo con alteraciones en la
mielinizacion sino con dafios axonales (Song et al. 2005, 2003), se evaluaron entonces
dos parametros conocidos como difusividades radial (Dradia) y axial (Daxiar). La Dradial €Sta
correlacionada con cambios o alteraciones en la mielina, en donde dafios desmielinizantes,
por ejemplo, promueven un aumento de este parametro (Cisneros-Mejorado et al. 2019;
Budde et al. 2011).

Por su parte, la Daxia esta correlacionada con alteraciones en los axones neuronales
(Kumar et al. 2009; Laitinen et al. 2015, 2010).

De este modo, se encontrd que la Dradia aumenta significativamente en los animales
expuestos a hipoxia (3.3X104+1.09X10°) respecto de los animales norméxicos (5.62X10
4+1.06X10°), cuando se analizaron a p24, sugiriendo una alteraciéon en la mielinizacion.
Ademas, aumentd Dradial €N la corteza y el cerebelo, mientras que, las demas estructuras
no mostraron cambios significativos. Al observar la Daxial S€ encontrd que ésta disminuye
Unicamente en el miembro olfativo de los animales hipdxicos (0.00119+3.10X10-°) con
respecto a los norméxicos (0.00127+3.99X10%), lo que hace pensar que los cambios en
FA en esta estructura son primordialmente debidos a alteraciones axonales a p24 (Fig.
19).

De nueva cuenta, en la evaluacion de estas métricas, como con FA, no se mostraron
cambios significativos en ninguna estructura a edad p33, lo que sugiere, como en la
evaluacion histologica, una recuperacion del dafio hipomielinizante promovido por la
hipoxia (Fig. 20).
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Figura 19. Difusividades radial y axial en p24. A-D muestran la comparativa entre los valores

obtenidos para la Dradgia de ambos grupos experimentales de algunas estructuras respectivamente,

donde se encuentra un incremento en los valores de la corteza cerebral y el cerebelo del grupo

hipéxico. En E-H se muestran los valores de la Daxa de las mismas estructuras, reflejando un

decremento en los valores del miembro olfativo. *P<0.05; **P<0.01 n=3 para cada caso. Las

gréaficas son presentadas como la media + error estandar.
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Figura 20. Difusividades radial y axial en p33. A-C muestra la comparativa entre los valores
obtenidos para la Dragia de ambos grupos experimentales de algunas estructuras respectivamente.
En D-F se muestran los valores de la Daxia de las mismas estructuras. No existen diferencias entre

los grupos en ninguno de los valores y estructuras analizadas. n=3 para cada caso. Las graficas
son presentadas como la media + error estandar.

7.3. Lahipoxia promueve alteraciones en la motricidad

Finalmente, se realiz6 un analisis de motricidad a distintas etapas del desarrollo (pl14, p24
y p33). Al principio, se exploré si una exposicion aguda a la hipoxia promueve alteraciones
funcionales en este andlisis, de este modo, un primer tratamiento hipéxico fue hecho
durante 6 horas en 1 dia solamente, es decir en p3; enseguida se evalué la motricidad en
las edades posteriores mencionadas. Bajo este tratamiento hipoxico agudo, se cuantificd
el tiempo que les tomo recorrer un pasillo de 20 cm. En la figura 21 se muestran graficas
del tiempo (Fig. 21A) tanto para el grupo control como para el grupo hipoxico. Ademas, se
muestra la gréfica de la velocidad (Fig. 21B).
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La hipoxia induce una disminucion en la velocidad de cruce del pasillo horizontal en los
animales hipdxicos tanto en p24 (0.095+0.0071 m/s) como en p33 (0.088+0.0083 m/s),
comparados con animales controles (p24=0.12+0.0079 y p33=0.12+0.0086 m/s). Lo
anterior es reflejo del mayor tiempo requerido en cruzar el pasillo, por parte de los animales

sometidos a hipoxia.
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Figura 21. Andlisis de la motricidad con 1 sesion (6h/1d). Graficas comparativas del tiempo (A)
y velocidad (B) de los animales control contra los animales bajo tratamiento hipoxico a diferentes
etapas del desarrollo, p14, p24 y p33. *P<0.05, *P<0.01. Prueba t-Student desapareada de dos

colas; n=3. Las gréficas son presentadas como la media * error estandar.

Posteriormente, se realizd esta cuantificacion en condiciones crénicas de hipoxia, como
en las metodologias anteriores, esto es, hipoxia de 6 horas durante 5 dias (desde p3 a p7).
En contraste con los animales expuestos a hipoxia aguda, en estos experimentos, los
animales expuestos a hipoxia crénica mostraron una diferencia a los animales norméxicos
desde pl4 (Fig. 22), respecto a la velocidad de cruce del pasillo (Normoxia=0.052+0.0029
m/s vs. Hipoxia=0.066+0.0031 m/s,). También en p24 y p33 existen diferencias
significativas entre los animales controles (p24=0.1532+0.0094 y p33=0.1263+0.0095 m/s,
respectivamente) y los expuestos a hipoxia (p24=0.0887+0.0050 y p33=0.0796+0.0044

m/s, respectivamente). Lo anterior sugiere que, una exposicion cronica a atmoésfera
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hipoxica (que se consigue al aumentar el nUmero de sesiones) si bien no tiene un aumento
en el efecto a la motricidad, si provoca que el efecto que provoca la hipoxia en la motricidad
se presente en etapas mas tempranas.
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Figura 22. Andlisis de motricidad 5 sesiones (6h/5d). Gréaficas comparativas del tiempo (A) y
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velocidad (B) de los animales control contra los animales bajo tratamiento hipoxico a diferentes
etapas del desarrollo (p14, p24 y p33). **P<0.01, ****P<0.0001; Prueba t-Student desapareada de

dos colas; n=3 para cada caso. Las gréaficas son presentadas como la media + error estandar.

30



8. DISCUSION

Los bebés que nacen prematuramente (23—-32 semanas de gestacion) tienen un alto riesgo
de desarrollar lesion difusa de sustancia blanca (LDSB), que a menudo esta relacionada
con la hipoxia crénica (Anjari et al. 2009; Back 2006). Los mecanismos complejos y las
consecuencias funcionales en las alteraciones de la mielinizacion de estos eventos
dafinos en el SNC aun no se han entendido completamente; por lo tanto, los modelos
animales se han vuelto utiles para investigar los mecanismos subyacentes de estos

procesos.

En este trabajo, usando un modelo de ratén in vivo, se implementé un modelo de hipoxia
neonatal crénica, y se observd que éste promueve alteraciones en la mielinizacion; esto
se infiri6 midiendo la densidad Optica mediante un andlisis histolégico con la técnica de
BGII. Numerosos estudios apoyan una correlacion directa entre la intensidad de la tincion
(de rojo a marron) usando BGII y el contenido de mielina (Chen et al. 2004; Schmued et
al. 2008; Hakkarainen et al. 2016; Holleran et al. 2017; Yeh et al. 2017), de este modo, se
sugiere que la disminucién observada en la tincion con BGII en el grupo sometido a hipoxia
indica una posible disminucion en la mielina. Similar a otros estudios con estrategias
similares (Zonouzi et al. 2015), fue posible observar caracteristicas de hipomielinizacion
en diversas estructuras del SNC. Ademas, de manera interesante se observo que, a
excepcion del cuerpo calloso, la mayoria de estructuras analizadas en una etapa posterior
al dafio hipoxico (p33) no muestran cambios significativos en la tincion con BGII, lo que
sugiere una recuperacion a este tiempo post hipoxia, hallazgos que concuerdan con
estudios previos (Zonouzi et al. 2015). Es importante mencionar que para establecer una
correlacion directa entre las observaciones histoldgicas y la morfologia de la mielina en las
distintas estructuras, es necesario hacer una evaluacion mediante ultraestructura
(microscopia electronica), por lo que este modelo permite ademas ampliar las
investigaciones a futuro, generando asi mayor conocimiento en el contexto de la

mielinizacion en diferentes contextos de dafio y la posible recuperacion o reparacion.
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Un objetivo clave para el desarrollo de los modelos animales como el que se utiliza aqui,
es encontrar estrategias para promover la posible modulacion farmacoldgica y
eventualmente probar la posible reparacion de los dafios en el SNC. Es asi que los
estudios longitudinales, para monitorear los fenomenos de la hipomielinizacion, son de

interés para evaluar esos efectos potenciales de nuevas estrategias farmacolégicas.

En este estudio, utilizamos resonancia magnética para cuantificar anormalidades en el
modelo de hipoxia y correlacionar cualitativamente estas medidas con alteraciones
histolégicas utilizando la técnica BGII. Aplicamos técnicas de andlisis de difusion por
resonancia magnética en una manera longitudinal, lo que ofrece informacion detallada
sobre la microestructura del cerebro. Estructuras como la corteza cerebral, el cingulo, el
cerebelo, entre otros, son especialmente adecuadas para esta tarea porque el andlisis es

mas robusto en tractos mielinizados que carecen de cruces o caminos entrelazados.

Nuestro objetivo principal fue explorar si los cambios observados después de la hipoxia
podrian monitorearse usando técnicas de analisis de imagenes. Dado que el andlisis de
DTI proporciona informacion sobre la microestructura de la materia blanca en condiciones
normales o patoldgicas (p. ej. Cisneros-Mejorado et al. 2019; Concha et al. 2006; Song et
al. 2003, 2005), se decidi6 evaluar éste a través del calculo del indice de FA, este
pardmetro refleja la organizacion microscépica coherente de los axones. Por lo tanto, ya
gue una disminucion de FA se correlaciona con la materia blanca lesionada, podria existir
tanto una disminucion en el contenido de mielina como un aumento del dafio axonal (Song
et al. 2002, 2003; Kumar et al. 2009). En este trabajo, observamos disminucién del indice
de FA en distintas estructuras (principalmente la corteza cerebral, el cerebelo, el cingulo y
el miembro olfativo) en animales sometidos a hipoxia previamente. Como con la evaluacion
histologica, a edades mas avanzadas (p33) los valores de FA son muy similares a las
condiciones normoxicas, lo cual sugiere una reparacion de la mielinizaciéon, como se ha
mostrado en otros estudios (Zonouzi et al. 2015). Ahora bien, dado que disminuciones de
FA no puede correlacionarse directamente con una disminucion en la mielinizacion, se

decidi6 seccionar este parametro en un analisis de otros dos, conocidos como
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difusividades (Daxiai y Dradial), €n el intento de discernir si el dafio hipoxico era mediado por
hipomielinizacion o posiblemente alteraciones axonales. La Drada aumenta,
principalmente en la corteza y cerebelo, en los animales hipoxicos, lo cual sugiere
disminucién en el conteo mielinico (Song et al. 2003; Cisneros-Mejorado et al. 2019),
mientras que permanece invariable en el resto de estructuras. Al mismo tiempo, la Daxial
disminuye significativamente en el miembro olfativo, lo que sugiere un dafio axonal
inducido por la hipoxia, mientras que en el resto de estructuras no cambia; indicando asi
gue la estructura mayormente hipomielinizada es el cerebelo, mientras que el miembro

olfativo se ve dafiado incluso a nivel axonal.

Por su parte, encontramos que existen cambios motrices a largo plazo. Monitoreando el
patron motriz de ratones expuestos a hipoxia cronica, se encontré que la velocidad de los
ratones hipdéxicos, al cruzar por pasillo horizontal, es menor, lo cual es reflejo del mayor
tiempo de cruce, comparado con animales controles. Cabe destacar que en el caso de las
pruebas de motricidad los resultados no se invierten en la edad p33. Una posible
explicacion a estos resultados, es que a pesar de haber recuperacion en la cantidad de
mielina en las distintas estructuras, el hecho de ver retrasado el proceso normal de
mielinizacion podria repercutir en el establecimiento de la circuiteria involucrada en estos
procesos y que en condiciones normales se establecen y permiten el funcionamiento pleno
del mismo. Pudiendo ser alteraciones en los tractos de los circuitos o incluso que no exista

el circuito en estos animales.

En resumen, estos resultados sugieren fuertemente que el modelo de hipoxia
implementado en este trabajo, induce cambios desde nivel celular y hasta nivel de
organismo completo de la mielinizacion en el SNC. Como modelo de LDSB, ciertamente
evidencia una posible hipomielinizacion, la que eventualmente conlleva a cambios
microestructurales, que pueden ser monitoreados histolégicamente con BGIl e in vivo
mediante IRM, y también cambios en la motricidad, que finalmente son el reflejo del déficit
en la mielina. Estos hallazgos abren lineas de investigacion para abundar sobre el papel

del células especificas en el proceso de mielinizacion, como el linaje oligodendroglial, asi
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como la investigacion de la posible modulacion farmacoldgica de receptores en este linaje

celular, con la intencion de una promocién en la mielinizacién posterior a un dafio hipoxico.

Las perspectivas de este trabajo, ademas de lo mencionado previamente, abren la
posibilidad de estudiar los cambios morfolégicos en la mielinizacién a través de estudios
de ultraestructura, para vincular directamente los resultados plasmados en este trabajo
con parametros de medidas directas sobre la mielina en distintos contextos, normales y
ante hipoxia. Ademas, con una correlacion directa entre morfologia, histologia e
imagenologia, analisis de la funcionalidad receptores oligodendrogliales, protagonistas en
la mielinizacién, seria también un siguiente paso para delatar la implicacion de estos

receptores en ambos contextos.
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9. CONCLUSIONES

La exposicion a hipoxia, mediante una camara de gases con soOlo 5% Oz, promueve
alteraciones en la mielina de diferentes estructuras, esto se sugiere midiendo la DO de
cortes tefiidos con BGII, en donde se observa que la hipoxia tiene un efecto que reduce
hasta en el 40% de esta tincion en el grupo de animales expuestos (p7) que es revertida

en edad mas avanzada (p33).

Adicionalmente, mediante exploracion por IRM, se encontré un menor indice en la fraccion
de anisotropia en animales hip6xicos, de manera global. Particularmente, estructuras
como la corteza cerebral, el miembro olfativo o el cingulo, se ven comprometidas en este
evento de hipoxia. Lo anterior sugiere que estas zonas contienen menos fibras
mielinizadas. De manera interesante, se observé que no hubo diferencia en el indice de la
FA entre los grupos de animales control y los del grupo hipdxico de 6h/5d en p33.
Resultados de cortes coronales de cerebros p33, tanto norméxicos como hipoxicos,
teflidos con BGII con la posterior cuantificacion de la DO, acompafian los resultados
obtenidos mediante el FA e indican que no presentan diferencia en el patrén de
mielinizacion. Esto podria deberse a que el grupo de animales expuestos, desarrollaron
tolerancia a condiciones hip6xicas. Se requieren otra serie de experimentos que nos

permitan dilucidar el mecanismo que subyace en este fenémeno.

Mediante el analisis de la difusion axial y radial, se encontrd que a p24 existe degeneracion
axonal en el miembro olfativo. Ademas, se hipotetiza una disminucion en la cantidad de

mielina en la corteza cerebral y en el cerebelo.

También, existen cambios en la motricidad a largo plazo. Monitoreando el patron motriz de
ratones expuestos a 6h/1d o a 6h/5d, se encontrd que la velocidad de los ratones hipoxicos,
al cruzar por pasillo horizontal, es menor en ambos escenarios, lo cual es reflejo del mayor

tiempo de cruce, comparado con animales controles.
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Estos resultados, sugiere que el modelo de hipoxia implementado en este trabajo, induce
cambios desde nivel celular y hasta nivel de organismo completo, de la mielinizacion en el
SNC. Finalmente, como se menciond antes, el modelo es propicio de usarse para la
evaluacion de la participacion de la sefalizacion GABAérgica en los procesos de
mielinizacion, en particular en procesos de hipomielinizacion, y ahondar sobre la
participacion del linaje oligodendroglial, mediante el uso de herramientas farmacologicas

en este modelo.
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