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RESUMEN DEL TRABAJO

La Enfermedad del Alzheimer (EA) constituye uno de los principales problemas de
salud, afectando a mas de 35 millones de personas en el mundo. Una de las
principales desventajas que tiene esto son los costos de cuidado y mantenimiento
de personas con esta patologia, ademas de la calidad de vida que tienen estas
personas y su circulo social mas cercano.

Los depositos del péptido B-amiloide (AB), los ovillos neurofibrilares de la proteina
tau hiperfosforilada, la disminucion de sinapsis neuronales, la degradacion
granulovacuolar, la angiopatia amiloide y la atrofia son los resultados del progreso
de la enfermedad, los cuales tienen hipotéticamente multiples causas.

El estrés oxidativo es causado por un desbalance en el equilibrio homeostético entre
la cantidad de especies reactivas de oxigeno que se producen y la cantidad que se
eliminan por medio de los diferentes sistemas como el de los antioxidantes.

El peroxido de hidrégeno (H202) es una de las especies reactivas de oxigeno que
difunden libremente. La actividad oxidante de H202 puede llegar a generar la pérdida
de la funcion sinaptica que se observa distintivamente en la EA, causada a través
de modificaciones de proteinas, lipidos y ADN. En el presente estudio, el H202 se
utilizara para estimular las neuronas hipocampales primarias de ratas Wistar con 6
a 8 dias de nacidas (P6 — P8) como un modelo celular de estrés oxidativo.

Con esta investigacion se busca evaluar si existe una diferencia en la tasa de muerte
celular de las diferentes subregiones del hipocampo, inducida por el peréxido de
hidrogeno. Esto se llevara a cabo en cultivos organotipicos de hipocampos de ratas,
utilizando diferentes concentraciones y tiempos de exposicion al agente oxidante.

Determinar cual es el area mas susceptible del hipocampo como las caracteristicas
moleculares y genéticas de las neuronas que la conforman representa un gran
avance para la bausqueda de futuras dianas terapéuticas hacia las cuales enfocar el
desarrollo de un tratamiento efectivo, que sea capaz de retardar o detener
totalmente el avance de la EA. Aqui radica la importancia de obtener una diferencia
significativa en la muerte de neuronas por cada area. Se espera que esta sea mayor
en el area CAl donde, estudios anteriores basados en la actividad de
neurotransmisores, se encontrd la mayor toxicidad.



ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is one of the major health problems, affecting more than
35 million people worldwide. One of the main disadvantages of this is the costs of
care and maintenance of people with this pathology, in addition to the quality of life
that these people have and their social circle.

Deposits B-amyloid peptide (AR), neurofibrillary tangles of hyperphosphorylated Tau
protein, decreased neuronal synapses, granulovacuolar degradation, amyloid
angiopathy and atrophy are the results of progress of the disease, which have
hypothetically multiple Causes.

Oxidative stress caused by an imbalance in the homeostatic balance between the
amount of reactive oxygen species produced and the amount being removed by
means of different systems such as antioxidants.

Hydrogen peroxide (H2032) is one of the reactive oxygen species that diffuse freely.
Oxidative activity of H202 may lead to loss of synaptic function that is distinctly
observed in AD, caused by modifications of proteins, lipids and DNA. In the present
study, H20:2 is used to stimulate hippocampal neurons primary Sprague-Dawley rats
with 6 to 8 days old (P6 - P8) as a cellular model of oxidative stress.

This research aims to evaluate whether there is a difference in cell death rate of the
different subregions of the hippocampus, induced by hydrogen peroxide. This is
carried out in organotypic cultures of hippocampal neurons of rats, using different
concentrations and times of exposure to the oxidizing agent.

To determine which is the most susceptible area of the hippocampus as the
molecular and genetic characteristics of the neurons that constitute it represents a
great advance for the search of future therapeutic targets towards which to focus the
development of an effective treatment, which is able to delay or completely stop the
progression of AD. Herein lies the importance of obtaining a significant difference in
neuron death per area. It is expected to be higher in the CA1 area where, in previous
studies based on neurotransmitter activity, the highest rate of excitotoxicity was
found.
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1 INTRODUCCION

La EA es un trastorno neurodegenerativo progresivo que se caracteriza por un
deterioro de las funciones cognitivas y pérdida de memoria. EA es la causa mas
comun de demencia. La edad es el principal factor de riesgo para el desarrollo de la
enfermedad (Hroudova, Singh, FiSar, & Ghosh, 2016). Esta enfermedad puede
conducir a la muerte en un promedio de 6 afios después de diagnosticada.

Existen varias teorias a las cuales se les atribuye la causa del inicio de la
enfermedad, pero aun ninguna ha sido demostrada completamente. EA posee
principalmente dos indicadores neuropatologicos: presencia de depdsitos
extracelulares del péptido B-amiloide AR (placas seniles) y agregados de la proteina
tau hiperfosforilada (ovillos neurofibrilares) (Hroudova et al., 2016). Una de las
hipotesis es la del estrés oxidativo, mecanismo que puede afectar directamente en
la oxidacion y disfuncion de determinadas enzimas y proteinas involucradas en el
metabolismo energético (Tramutola, Lanzillotta, Perluigi, & Butterfield, 2016). AB es
un potente productor de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en
ingles) y de especies reactivas de nitrégeno (RNS) y constituye uno de los
principales iniciadores de este dafio. Estas especies reactivas dafian determinadas
dianas moleculares. Por ejemplo, la peroxidacion de lipidos de membrana produce
aldehidos toxicos los cuales alteran a algunas enzimas mitocondriales. Por otro
lado, el incremento de la permeabilidad del calcio, el desbalance de otros iones y el
transporte alterado de (glucosa perjudicando aun mas el equilibrio
energético(Querfurth & LaFerla, 2010).

De esta manera, la exposicién crénica a diferentes concentraciones de peréxido de
hidrogeno genera un ambiente con un elevado nivel de estrés oxidativo y constituye
una herramienta adecuada para realizar la investigacion. En algunos estudios se
han trabajado concentraciones que oscilan entre 0 y 300 um de H20:2 (Liu & Zhao,
2014), sin embargo, al utilizar un rango de 200 a 800 um se espera alcanzar
concentraciones mas acercadas a un estado de estrés, con un mayor rango de
diferencia entre concentraciones. Los tratamientos actuales son pocos y se basan
en la administracion de inhibidores de la colinestersa (donezepil, rivastigmina,
galantamina) y antagonistas de receptores NMDA (memantina) (Hroudova et al.,
2016).

Una de las regiones del cerebro, que se ve mas afectada en EA es la hipocampal-
parahipocampal, que es la encargada de la codificacion, consolidacion y reparacion
de la memoria declarativa. Sin embargo, en la actualidad no se tiene claro por qué
algunas poblaciones neuronales de estas areas son mas susceptibles al estrés
oxidativo. Es por esta razén que se realiza un analisis de las subregiones del
hipocampo, entre las cuales estan el Giro Dentado (DG) y Cuerno de Amén 1y 3
(CA1 y CA3). Los cultivos organotipicos de hipocampo de rata se expusieron a
diferentes concentraciones peroxido de hidrogeno (200, 400 y 800 um) y el dafo
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celular se marcé mediante la tincion con Yoduro de Propidio y se cuantifico a través
del programa ImageJ.
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2 DESCRIPCION DEL PROYECTO

2.1 Planteamiento y justificacion del problema de investigacion

La EA constituye uno de los principales problemas de salud, afectando a méas de 35
millones de personas en el mundo (Querfurth et al., 2010). La EA se caracteriza por
el dafio cognitivo, por la degradacion neuronal progresiva y por la formacion de
placas que contienen AR y ovillos neurofibrilares compuestos de tau
hiperfosforilada. El proceso neurodegenerativo de la enfermedad esté caracterizado
inicialmente por el dafio sinaptico acompafado de perdida neuronal. (Crews &
Masliah, 2010). Se describe como un sindrome clinico, de evolucion crénica que se
caracteriza por el deterioro de las funciones cognoscitivas, sobre todo la memoria.
El proceso por el cual se genera es casi siempre progresivo (Garcia et al., 2009).

Al ser una enfermedad progresiva se desarrolla en etapas, cada una caracterizada
por generar en la persona dificultades especificas que aumentan de severidad
conforme esta progresa. En la etapa temprana o leve, la persona puede valerse por
si misma y realizar actividades como conducir, trabajar y hacer parte de actividades
sociales. A pesar de esto, puede tener lapsos de memoria, olvidar algunas palabras
o la localizacion de algunos objetos. En la etapa media o moderada, la persona ya
requiere un nivel de cuidado alto debido a que confunde palabras, presenta cambios
comportamentales importantes y actia de forma inesperada. De este modo se le
dificulta llevar a cabo actividades o tareas sin ayuda. Por ultimo, en la etapa tardia
o grave el paciente pierde la habilidad de responder al entorno, de llevar a cabo una
conversacion (aunque puede decir palabras o frases) y eventualmente la capacidad
de controlar sus movimientos (Blass, 1984).

Con propoésitos socioecondmicos, en la Universidad Icesi se realiz6 una
investigacion en la cual se determin6 el Costo Monetario del tratamiento de la EA
para Colombia basados en la etapa en cual se encuentre. El costo minimo directo
promedio por paciente/afio por estado de severidad estimado es: $1.5 millones
(leve), $4 millones (moderado) y $8.5 millones (severo). El costo por paciente del
tratamiento total para los 8 afios, a precios constantes de 2013 seria de $33.3
millones, sin incluir los costos del cuidador y de $99 millones de pesos
incluyéndolos. Para 2010, si todos los pacientes segun prevalencia estimada
hubieran recibido el tratamiento minimo, el costo para la sociedad ascenderia a $2
billones de pesos en el escenario donde una mayor proporcion de pacientes estaria
en estado leve 0 a $2.6 billones de pesos en el escenario donde la mayor proporcion
se encuentre en estado moderado (Prada, Takeuchi, & Ariza, 2014). El desarrollo
de un tratamiento efectivo para esta enfermedad significaria no solo un ahorro
millonario al sistema de salud global sino también la posibilidad de mejorar la calidad
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de vida de las personas que actualmente padecen la enfermedad y evitar que sus
cifras sigan en aumento.

Actualmente la EA no tiene cura. Se preve que en las proximas décadas aumente
el nimero de casos por lo que actualmente se continla investigando acerca de esta
enfermedad y por el desarrollo de tratamientos apropiados. Estos tratamientos
estan dirigidos a disminuir o detener por completo el progreso de la enfermedad y
mantener la calidad de vida del paciente ya que con los actuales tratamientos esto
no se ha podido lograr efectivamente (Albert, Martinez, Gutiérrez, Hakim & Pérez
2014).

Las causas de esta enfermedad aldn no han sido totalmente descritas ya que posee
una fisiopatologia multifactorial. Por tal razén esta investigacion se enfocara en
proporcionar informacion sobre una de las hipétesis de la aparicion de la
enfermedad: El estrés oxidativo. Este es un proceso que aumenta en el cerebro
con el envejecimiento, inducido por un desequilibrio en el estado redox, que implica
la generacion de un exceso de especies de oxigeno reactivo (ROS) o la disfuncion
del sistema antioxidante, produciendo lesiones en los tejidos neuronales (Huang,
Zhang, & Chen, 2016). Mediante la exposicion de cortes de cultivos organotipicos a
diferentes concentraciones de peroxido de hidrégeno (H202) se espera evaluar si
alguna de las subregiones del hipocampo (DG, CAl y CA3) es mas vulnerable que
otras a las ROS.

Al determinar una diferencia en la susceptibilidad entre estos grupos de neuronas
al proceso de estrés oxidativo, se contribuiria para investigaciones posteriores se
enfoquen en el desarrollo de un tratamiento mucho mas efectivo que haga frente a
los actuales y futuros problemas que radican en la EA.
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2.2 Marco tedrico y estado del arte

2.2.1 Laenfermedad de Alzheimer

EA es la principal causa de demencia, un grupo de condiciones que gradualmente
destruyen las células cerebrales y degradan de manera progresiva algunas
funciones mentales importantes (Fallis, 2013). Algunas de las funciones que son
afectadas en pacientes con la EA son la memoria, las habilidades de resolucién de
problemas y se presentan cambios en la personalidad que no solo afectan el
desarrollo de una vida normal sino que a menudo tiene un prondstico fatal (Bayeva,
Gheorghiade, & Ardehali, 2013).

Como ya se menciond, esta enfermedad se desarrolla en tres etapas cada una de
las cuales viene acompafiada de cambios especificos en las funciones
cognoscitivas. Con fines comparativos, en la siguiente figura se contrastan los
niveles cognitivos normales frente a los que se presentan en pacientes con la EA.

Amnestic MCI: Cognitive
AD brain memory problems; decline
changes start other cognitive accelerates
decades before functions OK; afer AD
symptoms brain compensates diagnosis
show for changes

Normal age-related
memory loss

Total loss of
independent
function

1 1 1 1 1
Birth 40 60 80 Death
Life course
Healthy aging Bl Amnestic MCI B Clinically diagnosed AD

Figura 1. Fases de EA y trayectoria cognitiva
(Aggarwal, Shah, & Bennett, 2015)

La EA conlleva a la pérdida total del funcionamiento independiente de la persona,
de manera que se hace imprescindible encontrar un tratamiento efectivo que
detenga el progreso de la enfermedad y se eviten los costos de mantenimiento y
tratamiento con los que corren los sistemas de salud a nivel mundial.
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2.2.2 Etiologiade laEA

Esta patologia presenta cambios tanto a nivel fisiopatol6gicos como morfoldgicos.
Los primeros se subdividen a su vez en cambios estructurales, transformaciones
funcionales y modificaciones genéticas. Los cambios estructurales comprenden la
formacién de ovillos neurofibrilares, placas neuriticas, entre otros; las
trasformaciones funcionales corresponden a la reduccion en la produccion o
funcionamiento de sustancias neurotransmisoras; las modificaciones genéticas se
deben a una serie de alteraciones en el programa genético neuronal que cambian
la estructura y la neurotransmision del cerebro; los depdsitos de AR, la disminucion
de la sinapsis neuronal, la degradacion granulovacuolar, la angiopatia amiloide y la
atrofia son algunos de los cambios histologicos o morfolégicos mas representativos
de la EA (Garcia et al., 2009).

Los mecanismos por los cuales los mondémeros de AP, oligbmeros y otros
metabolitos de las proteinas precursoras de AB (APP, por sus siglas en inglés)
llevan a un dafio singptico y neurodegeneracion no estan completamente claros. Un
amplio nimero de posibilidades estan bajo investigacion, dentro de las cuales se
encuentran la formacion de estructuras porosas con actividad de canales,
hiperexcitabilidad de los circuitos, disfuncion mitocondrial, fallos lisosomales y
alteraciones en las vias de sefializacion relacionadas con la plasticidad sinaptica,
muerte neuronal y neurogénesis (Crews et al., 2010).

Por otro lado, las funciones y procesos en los cuales estan involucrados los péptidos
AB si estan definidas. Entre estas se encuentran la activacion de las enzimas
quinasas, la regulacion del transporte del colesterol, la mediacion de la plasticidad
sinaptica, la actividad pro-inflamatoria y se cree que los depdsitos de péptidos Ap
mantienen la integridad de las membranas vasculares cerebrales. Interrupciones en
esta ultima funcion pueden subyacer en una angiopatia amiloidal cerebral (Aggarwal
et al., 2015).

La EA es una patologia multifactorial, por lo que involucra factores genéticos,
bioquimicos y sinapticos los cuales son mostrados en la siguiente tabla.

Tabla 1. Factores involucrados en la fisiopatogenia de la enfermedad del Alzheimer
(Garcia et al., 2009).

Mutaciones en APP 1y 2,
proteinas tau, ApoE E4
Inflamacion
Radicales Libres
Calcio y Sodio
Deficiencia de factores de
crecimiento neural
Deficiencia estrogénica

Factores genéticos

Factores Bioquimicos
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Acetilcolina
Noradrenalina

Alteracion de los Serotonina

Neurotransmisores Dopamina
GABA

Glutamato

2.2.3 Mecanismo de estrés oxidativo en la EA

De esta manera, esta investigacion se enfoca en el mecanismo por el cual los
radicales libres, un factor bioquimico, conduce al desarrollo de la EA. Los radicales
libres o especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés). Son
moléculas quimicamente activas que contienen oxigeno en su estructura y son
producidas en todos los tipos de células aerdbicas (Xu et al., 2012). Dentro de las
ROS encontramos al radical superéxido (+O2-), al peréxido de hidrogeno (H202) y al
radical hidroxilo (*OH), los cuales son principalmente producidos a nivel fisiolégico
por la mitocondria (Bayeva et al., 2013).

Bajo condiciones fisioldgicas normales, estas ROS cumplen un papel importante en
el organismo ya que se encargan de contribuir con los mecanismos de defensa del
huésped, en la transcripcion génica, en la regulacion de la plasticidad sinaptica y en
la muerte celular programada (apoptosis). En concentraciones normales estas ROS
no representan un riesgo y con ayuda de los sistemas antioxidantes del cuerpo se
mantiene un estado de homeadstasis (Jiang, Sun, & Chen, 2016). Las ROS parecen
estar involucradas en el desencadenamiento y mantenimiento del ciclo de
degeneracion de la EA, causando el dafio del ADN mitocondrial y de la cadena de
transporte de electrones, lo que conduce a una mayor produccion de ROS
(Barbagallo, Marotta, & Dominguez, 2015).

Un desequilibrio entre la produccion de ROS y su eliminacion por los diferentes
sistemas conlleva al mecanismo de estrés oxidativo. Este es una secuencia de
reacciones que se caracterizan por un incremento considerable en la cantidad de
compuestos oxidados. Este mecanismo es importante debido a que esta
involucrado en el proceso de envejecimiento y puede causar dafios directos a nivel
del sistema nervioso central. No hay duda de que el estrés oxidativo esta
ampliamente implicado en el deterioro neuroldgico y en dafio oxidativo a lipidos,
proteinas y ADN en el sistema nervioso central (SNC) de pacientes que sufren de
la EA (Jiang et al., 2016).
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Figura 2. La sefializacion por ROS es esencial para la homeostasis y la
adaptacion al estrés.
(Jiang et al., 2016)

El cerebro es particularmente susceptible al dafio oxidativo debido a que tiene un
alto requerimiento energético y, de esta manera, consume alrededor del 20% del
oxigeno total corporal. Ademas, es muy rico en &cidos grasos poliinsaturados
facilmente oxidables y en metales de transicion, como el hierro y el ascorbato, que
juegan un papel clave en la oxidacion y facilitan la formacién de radicales libres de
oxigeno (Barbagallo et al., 2015). El cerebro también se caracteriza por tener pocos
sistemas antioxidantes, lo que lo hace un érgano muy propenso a este tipo de
lesiones.

2.2.4 El hipocampo

El hipocampo es una estructura del I6bulo temporal medial que participa de manera
critica en la memoria episédica y la navegacion especial (Strange, Witter, Lein, &
Moser, 2014). La formacion hipocampal es una estructura en forma de C que se
encuentra en la parte caudal del cerebro. En esta se distinguen tres subregiones
distintas: el giro dentado (DG), el hipocampo propiamente dicho (compuesto por
CA3, CA2y CAl) y el subiculo. (van Strien, Cappaert, & Witter, 2009).

Claramente se ha establecido la existencia de atrofia en el hipocampo durante la
EA. La zona hipocampal es una de las primeras regiones en el cerebro en donde
aparecen los ovillos neurofibrilares tanto en sujetos enfermos como en personas
gue no padecen de la patologia en el momento de la muerte. Esto indica que estas
personas posiblemente estaban en el proceso de desarrollar la EA y que esta area
es relevante para esta patologia. (Greene & Killiany, 2012)
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Como el estrés oxidativo tiene gran importancia a nivel cerebral, es importante
analizar el efecto citotoxico que este tiene en las neuronas hipocampales. Como
cada subregion del hipocampo tiene determinado tipo de células, todas no
responderan de igual manera a los estimulos producidos por los agentes oxidantes
a los que estén expuestos. De este modo, mediante la estimulacion de cultivos de
hipocampos de rata se evaluara la susceptibilidad de los diferentes tipos de
neuronas del hipocampo a una especia reactiva de oxigeno en especial: el peréxido
de hidrogeno.

2.2.5 Yoduro de Propidio

El yoduro de propidio (Pl), un agente intercalante cationico y fluorescente
comunmente utilizado para tefiir las células, se une a un estequiometricamente a 4
o 5 pares de bases de ADN con escasa 0 ninguna preferencia de secuencia.
Ademas, Pl también se une al ARN. Una vez que PI estd unido a ADN o ARN, su
fluorescencia se incrementa 20-30 veces y tal cambio de sefal puede ser facilmente
detectado por microscopia de fluorescencia (535 nm a 617 nm). El mecanismo de
muchos agentes intercalantes fue descrito en 1961 (LERMAN, 1961): En una
solucion isotonica, el intercalador catidnico es atraido electrostaticamente a la
superficie del ADN polianionico. El ligando se desplaza al cation de sodio y / o
magnesio presente en la "nube de condensacion" de dichos cationes que rodea al
ADN (para equilibrar parcialmente la suma de las cargas negativas transportadas
por cada oxigeno de fosfato), formando asi una asociacion electrostatica debil con
la superficie externa de ADN. A partir de esta posicion, el ligando difunde a lo largo
de la superficie del ADN y puede deslizarse hacia el entorno hidrofébico encontrado
entre dos pares de bases que pueden "abrirse" transitoriamente para formar un sitio
de intercalacion, permitiendo que el agente se aleje del medio hidréfilo, rodeando el
ADN y entrando en el sitio de intercalacion. Los pares de bases forman
transitoriamente dichas aberturas debido a la energia absorbida durante las
colisiones con moléculas de disolvente.

2.2.6 Microscopia de Epifluorescencia

El microscopio de epifluorescencia es un microscopio 6ptico. En un microscopio
Optico convencional la luz atraviesa la muestra estudiada, mientras que en un
microscopio de epifluorescencia la luz que incide sobre la muestra estudiada no la
atraviesa, sino que el mismo lente ilumina y recibe la luz emitida por la muestra. Su
funcionamiento se basa en la propiedad de fluorescencia que tienen ciertas
moléculas denominadas fluorocromos.
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Figura 3. Funcionamiento del microscopio de epifluorescencia.

La luz procedente de la fuente (lampara de mercurio o xendn), atraviesa un primer
filtro que selecciona la longitud de onda capaz de excitar al fluorocromo, antes de
incidir sobre la muestra. Esta luz se refleja en un espejo dicromatico (o dicroico) e
incide sobre la muestra, excitando al fluorocromo, el que emite fotones de una
longitud de onda mayor que la incidente. La luz emitida por la muestra no se refleja,
sino que atraviesa el espejo dicroico y llega a un segundo filtro que selecciona la
longitud de onda de emision del fluorocromo. Finalmente, la luz ingresa a un
fotomultiplicador que la convierte en una sefial eléctrica (Republica, 2007).
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2.3 Objetivos

2.3.1 Objetivo General

Evaluar la tasa de muerte celular diferencial en cultivos organotipicos de neuronas
hipocampales de rata, inducida por la exposicién a diferentes concentraciones de
peroxido de hidrogeno.

2.3.2 Objetivos Especificos

e Determinar la concentracion y el tiempo de exposicién al peroxido de
hidrogeno que inducen la mayor tasa de muerte de neuronas hipocampales
de rata.

e Evaluar la diferencia en la selectividad del peréxido de hidrogeno para inducir
la muerte neuronal en las sub-regiones del hipocampo.
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2.4 Metodologia

2.4.1 Medios e insertos

2.4.1.1 Preparacion del medio de diseccion (50 mL)

e 48,5 mL de MEM 1X
e 1,25 mL de HEPES

Se guardan a 4°C hasta la diseccion.

2.4.1.2 Preparacion del medio de cultivo (50 mL)

27,37 mL de MEM (Earle’s + L-Glu) 1X

9 mL EBSS 1X

630 pL de D-glucosa

12,5 mL de suero de caballo

500 pL de penicilina/estreptomicina/anfotericina B

Antes de utilizar, el medio debe precalentarse en la incubadora.

2.4.1.3 Preparacion de insertos de membrana

Adicionar 1 mL del medio de cultivo preparado a 4 de los pozos de un plato multiwell
de 6 pozos. Luego adicionar un inserto de membrana de plato de cultivo a cada
pozo preparado de manera que éste toque el medio sin quedar cubierto. Lleva el
plato a la incubadora para aclimatarlo.

2.4.2 Cortes de cultivos organotipicos de hipocampo

El disefio se basa en 3 cultivos organotipicos independientes (diferentes animales
y dias) con 3 repeticiones (secciones por pozo). Las ratas Wistar P6 — P8 fueron
anestesiadas con isofluorano e introducirlas en un bafio de hielo para generar
hipotermia. Bajo condiciones asépticas se extrajo el cerebro, depositandolo en el
medio de diseccion (MD) frio. Con ayuda del estereoscopio y herramientas de
diseccién se separaron los hemisferios, se retiraron las secciones de los ganglios
basales y, por ultimo, se aislaron los hipocampos de cada uno de los hemisferios.
Uno a uno los hipocampos se colocaron en la placa de teflén del micr6tomo
sanitizado, donde se cortaron transversalmente obteniendo cortes con un grosor de
400 um. Los cortes se transfirieron a MD frio, haciendo lavados con ayuda de una
pipeta pasteur. Se seleccionaron, con ayuda del estereoscopio, los cortes que
presenten mejor morfologia, conservando perfectamente las subregiones CA1, CA3
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y DG. Se transfirieron a un plato de 6 pozos las secciones seleccionadas, ubicando
de a tres cortes por pozo (4 Pozos utilizados). Se incubaron empleando CO:2 al 5%
y 37°C por 1 dia.

2.4.3 Tincién con Yoduro de Propidio (PI)

Este método de tincion se basa en el principio de las células apoptoticas, las cuales
se caracterizan por la fragmentacion del ADN y en consecuencia, la pérdida de ADN
nuclear. El Pl se une al ADN por intercalacion entre las bases con poca o ninguna
preferencia secuencia. Dado que el Pl no es permeante a las células vivas, también
se utiliza comunmente para detectar células muertas en una poblacion.

2.4.3.1 Preparacion de la solucion de Yoduro de Propidio

Solucion stock 1mM: Se pes6 6,7 mg de Pl y con una micropipeta se adicionaron
10 mL de agua (de a 1mL a la vez), mezclando cuidadosamente en cada adicion
para evitar la formacién de burbujas. Se tomaron 3,74 uL de la solucion y se
completaron a 1mL con medio fresco, para obtener una solucion con la
concentracion deseada de Pl (3.74 pM).

2.4.3.2 Antes del ensayo de toxicidad

El dia anterior al ensayo de viabilidad neuronal de las secciones de hipocampo, se
reemplazé el medio de cultivo por medio fresco que contenia Pl a una concentracion
de 3,74 uM. Las secciones se incubaron durante 24h y después de este tiempo, se
tomaron las fotografias de los niveles basales de fluorescencia empleando un
microscopio de epifluorescencia y el software NIS Elements (Nikon). Las
condiciones para la captura de las imagenes fueron preestablecidas, por tal razén,
durante todos los experimentos éstas permanecieron constantes.

2.4.3.3 Después del ensayo de toxicidad

Después de medir la fluorescencia basal, las secciones de hipocampo fueron
expuestas a diferentes concentraciones de H202 (200, 400 y 800uM), junto con un
blanco (vehiculo) durante los tiempos 60 y 120 minutos.

Luego de finalizar el tratamiento, se reemplazé el medio por el que contenia Pl y
medio de cultivo, retirando cuidadosamente la solucién anterior con ayuda de una
micropipeta por las paredes del pozo y luego se incubo durante 24h. Terminado este
periodo de tiempo se tomaron nuevamente las fotografias para determinar el nivel
final de fluorescencia correspondiente a la etapa de muerte neuronal inducida por
el H20:2.
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2.4.4 Ensayo de toxicidad

Los grupos experimentales de secciones de hipocampo se exponen a: Vehiculo (1),
H202 200 pM (I1), H202 400 pM (111) y H202 800 puM (1V) (ver figura 4).

(1 (1

Figura 4. Representacion esquemaética del tratamiento con Perdxido de
Hidrégeno (ensayo de toxicidad).

2.4.5 Cuantificacion de la muerte neuronal en el hipocampo y anélisis
estadistico

Para los dias dos y tres se analizé y cuantificé la fluorescencia de PI en las
subregiones CAl, CA3 y DG de cada seccion de hipocampo. El dia 2 es To (cero
horas), antes de agregar el H2O2 para medir los niveles de muerte neuronal basal.
El dia 3 es T24 (24 horas), después de agregar H202. Las imagenes se toman a
través de una cdmara fotografica acoplada al microscopio de fluorescencia.

Una vez obtenidas las imagenes, medio la intensidad de fluorescencia de cada
subregion empleando el programa ImageJ, herramienta desarrollada por el Instituto
Nacional de Salud (NIH) de los Estados Unidos disefiada especialmente para el
analisis grafico de imagenes en investigacion. El andlisis densitométrico (Figura 5)
se debe realizar siguiendo el método para la cuantificacion objetiva de muerte
celular en cultivos organotipicos de cortes de hipocampo (OHSCs, por sus siglas en
inglés) expuestas a Pl publicado anteriormente por otro grupo de investigacion
(Happ & Tasker, 2016).

Usando el programa ImagelJ, se tomaron las imagenes y mediante una linea
diagonal se separaron las subregiones de hipocampo. Se dibujaron tres circulos con
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diametro constante (100x100) y distancias equivalentes entre ellos en cada
subregion, para obtener un total de nueve circulos. Ademas, se hizo un décimo
circulo para substraer cualquier fluorescencia de fondo (background) presente en la
imagen. A partir de esto, se cred una plantilla que es facilmente adaptable a cada
corte, aun si existen variaciones en el tamafio y la forma de las subregiones.
Posteriormente se calculo la densidad integrada para cada circulo en cada corte de
hipocampo (ver figura 5).

Después de determinar el valor de densidad integrada para cada circulo, se resto el
valor del background a cada valor. Luego, se obtuvo el promedio de estas
cantidades para cada subregion. Finalmente, se calculé la densidad integrada
generada por el H202 en cada subregion, mediante la siguiente formula: F24h — FOh
(F24h: Densidad de fluorescencia de la subregion después del tratamiento, FOh:
Densidad de fluorescencia de la subregion antes del tratamiento).

Figura 5. Imagen representativa de la plantilla para la medicién de la
intensidad de fluorescencia en OHSCs como modelo in vitro.

El tratamiento estadistico de los datos obtenidos, se realiz6 a través de una prueba
de normalidad (Shapiro — Wilk). Aquellos datos que tenian una distribucién normal
fueron sometidos a un analisis de varianza (ANOVA) con una prueba post — hoc
(Tukey), para comparar entre grupos (DG, CA3, CAl). Los datos no paramétricos
fueron analizados mediante el Test de Friedman y una prueba de comparacion
multiple de Dunn. Se asumié un valor p < 0,05 para determinar las diferencias
significativas entre los distintos tratamientos aplicados.
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2.4.6 Matriz de marco légico

Tabla 2. MML

OBJETIVOS

Determinar la
concentracion
y el tiempo de
exposicion al
peroxido de
hidrogeno
gue inducen
la muerte de
neuronas
hipocampales
de rata de
rata.

ACTIVIDADES

Preparar el medio de
cultivo.

Obtener los cortes
hipocampales a partir
de Ratas P6-P8.
Incubar el cultivo en
el medio adicionando
Yoduro de Propidio y
tomar fotografias del
estado basal.

Incubar con Peroxido
de Hidrogeno y tomar
fotografias luego de

la exposicion.
Realizar replicas
experimentales a
diferentes
concentraciones de
Peréxido de

hidrégeno y a
diferentes tiempos de
exposicion.
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SUPUESTOS

Ratas P6-P8 de
6-8 dias de
nacidas
disponibles.

Reactivos para
el medio de
cultivo y
experimentacion
disponibles y en
buen estado.

Microscopio de
fluorescencia
disponible y
funcionando
correctamente.

INDICADORES

Muerte celular
inducida en el
cultivo
cuantificada.
Concentracion
de peroxido de
hidrogeno letal
determinada.
Tiempo de
tratamiento
necesario para
producir la
muerte
determinado.



Evaluar la
diferencia en
la
vulnerabilidad
de las sub-
regiones del
hipocampo
frente al
peroxido de
hidrogeno.

Cuantificar la muerte
de neuronas en las

diferentes areas
hipocampales a
través de

herramientas
computacionales.

Establecer una
diferencia en la
vulnerabilidad de los
diferentes grupos de
neuronas, a la
concentracion y
tiempo de exposicion
determinada a través
analisis estadistico.

Comparar y graficar
la diferencia en la
intensidad de la
fluorescencia entre
las diferentes
subregiones del
hipocampo.
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Computadores
funcionando
correctamente y
con softwares
adecuados para
cuantificacion.

Porcentaje de
células muertas
en el cultivo
determinada.
Comparacion
de la cantidad
de células
muertas en
cada sub-region
del hipocampo
realizada.
Gréficas
comparativas
realizadas
Categorizaciéon
de la
vulnerabilidad
de las sub-
regiones
realizada.



2.5 Resultados

Durante la experimentacién se probaron dos modelos para determinar la variacion
en la muerte neuronal entre las diferentes areas del hipocampo, basandonos en dos
factores: la concentracion y el tiempo de exposicion al agente oxidante. En seguida
se muestran los resultados obtenidos, donde se evaluaron concentraciones de 200,
400 y 800 uM y tiempos de exposicion de 60 y 120 minutos.

2.5.1 Evaluacién de la toxicidad del peroxido de hidrogeno en el hipocampo
(Tiempo de exposiciéon: 60 minutos).

A B

C D
Figura 6. Exposicion a diferentes concentraciones de peréxido de hidrogeno
durante 60 minutos. Fotografias tomadas a través de microscopia de fluorescencia
en las cuales se muestra en el ensayo de toxicidad. El tratamiento realizado fue
Vehiculo (A), H202 200 pM (B), H202 400 pM (C) y H202800 uM (D) por un tiempo

de 60 minutos y posteriormente se cambié el medio a medio basal con Yoduro de
Propidio (IP) por 24h.
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Figura 7. Gréaficas de comparacién multiple entre las intensidades de
fluorescencia en los cortes de cultivos organotipicos hipocampales (HOSC).
En las graficas se muestra la comparacion de la intensidad de la fluorescencia entre
las diferentes subregiones del hipocampo (DG, CA3 y CAl) expuestas a Vehiculo
(A), H202 200 pM (B), H202 400 pM (C) y H202 800 pM (D) por un tiempo de 60
minutos.

A continuacién, se muestran las tablas con los resultados obtenidos luego de
realizar el Andlisis de Varianza (ANOVA) (o prueba de Friedman en su lugar) y la
respectiva prueba de comparacion multiple (Tukey o Dunn respectivamente) para
determinar cudles son las diferencias mas significativas.
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Tabla 3. Resultado de analisis estadistico para ensayo de toxicidad con tiempo de
exposicion de 60 minutos.

ANOVA / Prueba de Friedman (PF) para ensayo de toxicidad (60 minutos)

Tratamiento

Valor

Existe diferencia

No existe diferencia

p significativa en la dF | significativa en la dF
Vehiculo 0,0081 X
H202 200 uM (PF)  SNeeis)S) X
H202 400 uM (PF)  [eNelexig X
H202 800 pM 0,0170 X

(ANOVA)

Valor
p

Existe diferencia
significativa en la dF

No existe diferencia
significativa en la dF

>0.9999

X

0,0281

X

0,0281

Valor

X

Existe diferencia

No existe diferencia

Valor

p significativa en la dF | significativa en la dF
>0.9999 X
0,0117 X
0,0628 X

Existe diferencia

No existe diferencia

p significativa en la dF | significativa en la dF
0,7446 X
0,0045 X
0,1299 X

Valor

Existe diferencia

No existe diferencia

p significativa en la dF | significativa en la dF
0,9965 X
0,0779 X
0,0574 X
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Se determind estadisticamente la diferencia en la toxicidad del peroxido de
hidrogeno, como agente oxidante, en las distintas subregiones del hipocampo (DG,
CA3 y CA1l). Para el primer ensayo de toxicidad realizado (Fig. 7, Tabla 3), con un
tiempo de exposicion a H202 de 60 minutos, se encontro0 que existia diferencia
significativa en la intensidad de la fluorescencia para la mayoria de los tratamientos
(Vehiculo, 200 y 400 uM). A través de las pruebas de Dunn y Tukey se determino
que, en el Vehiculo, las diferencias significativas se presentaron entre las areas DG
y CAl1 (p = 0,0281) y las areas CA3 y CAl1 (p = 0,0281). Para 200 uM, la unica
diferencia significativa que se present6 se dio entre las areas DG y CA1 (p =0,0117).
Para 400 uM también se presentd una Unica diferencia significativa entre las areas
DGy CAl (p =0,0045). Para 800 uM, no se presentd ninguna diferencia significativa
y, aunque se evidencio que hay un mayor grado de muerte en la region CAl
comparada con CA3 y DG, estas diferencias no son estadisticamente significativas.
De este modo el andlisis concluye que se presentd muerte diferencial de neuronas
entre las subregiones del hipocampo mencionadas para el Vehiculo, 200 y 400 uM
H202, pero no se dio para la concentracion de 800 uM de H20:2.

Adicionalmente, se observo una tendencia dosis dependiente en la tasa de muerte
celular, sobretodo en el area del hipocampo denominada como CAl. Para el area
CAS3 se mantuvo la tendencia dosis dependiente Unicamente hasta alcanzar los 400
UM de H202. A diferencia de la tendencia que se observé en estas dos areas, para
el DG se obtuvo una media de dF negativa, es decir que la medida de intensidad
antes de la exposicion al agente oxidante fue mayor que la que se obtuvo luego a
la exposicion a condiciones oxidativas.
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2.5.2 Evaluacion de la toxicidad del peréxido de hidrogeno en el hipocampo
(Tiempo de exposicidon: 120 minutos).

A B
C D

Figura 8. Exposicion a diferentes concentraciones de perdxido de hidrogeno
durante 120 minutos. Fotografias tomadas a través de microscopia de
fluorescencia en las cuales se muestra en el ensayo de toxicidad. El tratamiento
realizado fue Vehiculo (A), H202 200 uM (B), H202 400 uM (C) y H202 800 uM (D)
por un tiempo de 120 minutos y posteriormente se cambié el medio a medio basal
con Yoduro de Propidio (IP) por 24h.
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Figura 9. Graficas de comparacion multiple entre las intensidades de
fluorescencia en los cortes de cultivos organotipicos hipocampales (HOSC).
En las graficas se muestra la comparacion de la intensidad de la fluorescencia entre
las diferentes subregiones del hipocampo (DG, CA3 y CAl) expuestas a Vehiculo
(A), H202 200 pM (B), H202 400 pM (C) y H202 800 uM (D) por un tiempo de 120
minutos.

A continuacién, se muestran las tablas con los resultados obtenidos luego de
realizar el Andlisis de Varianza (ANOVA) y la respectiva prueba de comparacion
multiple (Tukey) para determinar cuéles son las diferencias mas significativas.
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Tabla 4. Resultados de analisis estadistico para ensayo de toxicidad con tiempo de
exposicion de 120 minutos.

Tratamiento valor

Existe diferencia
significativa en la dF

ANOVA para ensayo de toxicidad (120 minutos)

No existe diferencia
significativa en la dF

p
Vehiculo 0,0536
H202 200 uM 0,0021
H202 400 uM 0,0356
H202 800 uM 0,0001

Valor

XXX | X

Existe diferencia

No existe diferencia

Valor

Existe diferencia

p significativa en la dF | significativa en la dF
0,1011 X
0,0260 X
0,7210 X

No existe diferencia

Valor

Existe diferencia

p significativa en la dF | significativa en la dF
0,0219 X
0,0170 X
0,4855 X

No existe diferencia

Valor

Existe diferencia

p significativa en la dF | significativa en la dF
0,2520 X
0,0906 X
0,1339 X

No existe diferencia

p significativa en la dF | significativa en ladF
0,0077 X
0,0015 X
0,0572 X
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Se determind estadisticamente la diferencia en la toxicidad del peroxido de
hidrogeno, como agente oxidante, en las distintas subregiones del hipocampo (DG,
CA3 y CAl). En este segundo ensayo de toxicidad realizado (Fig. 9, Tabla 4), con
un tiempo de exposicion a H202 de 120 minutos, también se encontro que existia
diferencia significativa en la intensidad de la fluorescencia para la mayoria de los
tratamientos (Vehiculo, 200 y 800 uM). A través de la prueba de Tukey se determiné
que, en el Vehiculo, la Gnica diferencia significativa que se presento se dio entre las
areas DG y CAl (p = 0,0260). Para 200 uM, las diferencias significativas se
presentaron entre las areas DG y CA3 (p = 0,0219) y las &reas DG y CAl (p =
0,0170). Para 400 uM no se presentd ninguna diferencia significativa al comparar
las areas. Por ultimo, para el ensayo de 800 uM, las diferencias significativas se
presentaron entre las areas DG y CA3 (p = 0,0077) y las areas DG y CAl (p =
0,0015). De este modo el analisis concluye que se presenté muerte diferencial de
neuronas entre las subregiones del hipocampo mencionadas para el Vehiculo, 200
y 800 uM H202, pero no se dio para la concentracion de 400 uM de H20:2.

En este ensayo se presentaron tendencias dependientes de la concentracion desde
el Vehiculo hasta alcanzar concentraciones de 800 uM de perédxido de hidrégeno
en todas las subregiones del hipocampo, exceptuando al DG en la concentracion
de 800 pM, el cual no siguié esta tendencia.

Con este experimento se logra determinar que la presencia de peréxido de
hidrégeno en concentraciones de 200 a 800 uM en el medio de cultivo, conduce a
un incremento en la tasa de muerte celular en el hipocampo, mayoritariamente en
el area CA1, comparada frente al &rea DG. En términos de selectividad, se observa
mediante el analisis estadistico que la concentracion y el tiempo de exposicion que
provoca una muerte diferencial del area CA1 del hipocampo frente al area DG
demas fueron 800 pM de H202 y 120 minutos respectivamente (Fig. 9D), sin
encontrar diferencias estadisticamente significativas en la selectividad en CAl vs
CA3.
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2.6 Discusion

Para justificar el resultado obtenido en el ensayo de 60 minutos para el Vehiculo
(Fig. 7A), debemos entender el mecanismo por el cual actda la molécula
fluorescente que utilizamos en el analisis, el Yoduro de Propidio. Como es un agente
de inclusion que requiere atravesar la membrana plasmética, por ejemplo en
condiciones de necrosis 0 necrosis secundaria a apoptosis (Caro, 2014), algunas
condiciones externas trauméaticas pudieron provocar este tipo de muerte celular
antes de realizar el tratamiento con el agente oxidante, y de este modo provocar un
aumento de la intensidad inicial de la fluorescencia. Considerar este factor a la hora
de realizar cualquier investigacion con cultivos celulares es muy importante, porque
lo que se busca con el agente oxidante es provocar un deterioro celular lo mas
préximo a las condiciones fisiologicas, y esto se logra induciendo mecanismos de
muerte celular programada o apoptosis y no a través de necrosis. Segundo, la
manera en que fueron obtenidos los cortes de este tejido pudo influir en el proceso
por el cual las células realizan el proceso de muerte celular, y por tal razén, se pudo
ver afectada la intensidad de la fluorescencia obtenida con el IP.

Los resultados muestran una gran vulnerabilidad al peréxido de hidrogeno en las
células del area CA1 del hipocampo frente a DG y en menor grado en CAS3 frente a
DG, la cual se mantuvo durante los dos ensayos realizados y para todas las
concentraciones evaluadas. Varias investigaciones han evidenciado Ia
susceptibilidad de esta area especifica a las especies reactivas de oxigeno y de
nitrogeno. Por ejemplo, a través de la cuantificacién del anion superdxido, usando
el método de dihidroetidio (DHE), se determind que las neuronas del area CA1l
contenian una concentracién mucho mayor del anion superdxido que regiones como
CA3 o0 DG. A pesar de esto, el estudio no obtuvo los resultados estadisticos
esperados para demostrar la diferencia entre CA1 Y CA3. Sin embargo, el hecho de
qgue en el area CA1l se encuentre una mayor concentracion de superéxido indica
que, al incrementar las condiciones de estrés oxidativo por factores endégenos o
exdgenos, la célula sera mucho mas susceptible a sufrir dafios. Este factor es
denominado como un factor intrinseco de estrés oxidativo y depende de las
necesidades especificas de cada subregion, y para este caso, es un factor
determinante de la vulnerabilidad de determinadas areas en el hipocampo como la
CA1l, donde por su elevada producciéon de ROS, presenta mayor suceptibilidad
cuando los niveles de estas especies se ven incrementados por el tratamiento al
cual fueron expuestas.

Anteriormente se mecion6 que la produccion de ROS esta altamente ligada a la
produccion energética por parte de la mitocondria y, como las neuronas requieren
altos niveles de energia con el fin de operar, los niveles de ROS también seran altos
en los lugares donde exista mas gasto energético. Asi mismo, una excesiva
demanda o una baja produccion de ATP pueden afectar la funcidon neuronal normal
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y la respuesta de las neuronas frente a condiciones de estrés oxidativo como el
envejecimiento, el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas 0 como en
nuestro experimento, la exposicion a altas concentraciones de H202. En un area
como CAl, donde los niveles de ROS son elevados, la célula debe estar en
capacidad para responder a la alta demanda energética que se genera ya sea por
la produccion de proteinas antioxidantes o por la reparacion y degradacion de
biomoléculas oxidadas. Si estos mecanismos no son capaces controlar la
proliferacion de ROS, se genera un desbalance energético y las células de esa area
entran en un proceso de muerte celular, en una mayor proporcién que las células
de otras areas. Esto se demuestra a través de un analisis transcriptomico realizado
en la Universidad de Kansas, en el que se encontrdé que la expresion de genes
relacionados con el dafio y reparacion de ADN y ARN, con la respuesta a proteinas
mal plegadas y con el metabolismo de lipidos, se encuentra significativamente mas
activa en neuronas de area CA1 (Wang & Michaelis, 2010). Este proceso se pudo
evidenciar a lo largo de todas las areas del hipocampo, pero a diferencia de CAly
CA3, la magnitud del dafio en DG fue significativamente menor.

Ademas de lo ya mencionado, en la Universidad de Mélaga se realiz6 un estudio
inmunohistoquimico en donde se evidencia que el progreso de la EA se da
inicialmente por el Hipocampo, especificamente en el drea CAl. A través del
anticuerpo AT8, un marcador especifico de la proteina tau fosforilada (fosfo-tau), se
realiza un estudio cualitativo de la expresion de fosfo-tau en el hipocampo y giro
parahipocampal de muestras post mortem de individuos en diferentes estadios de
EA (Braak | a V). Los resultados mostraron que para las muestras analizadas de
pacientes en estadio leve (Braak Il), se observan cambios en la forma de los ovillos
neurofibrilares (acumulados de fosfo-tau), que afectan de manera especifica a las
neuronas piramidales de CAl dentro del hipocampo. Conforme aumentaba el
estadio de la enfermedad, la especificidad del deterioro neuronal disminuyé y se
esparcio hacia todas las areas del hipocampo (Mejias, 2015). Aungue no es un
estudio directamente basado en la exposicién a una ROS, es ampliamente conocida
la relacion de estas con el progreso de la EA y por lo tanto, indirectamente se
evidencia que una de las areas principalmente afectadas tanto por las ROS como
por la EA es la CAL.

Por otro lado, se tiene evidencia de la relacion entre los receptores GABA y el
peroxido de hidrogeno. Hasta el momento la sensibilidad de los receptores
GABAapl a ROS se desconocia, pero estudios recientes evidenciaron que las ROS
son capaces de modular la neurotransmision GABAergica, presumiblemente a
través de mecanismos presinapticos y postsinapticos. (Sah, Galeffi, Ahrens, Jordan,
& Schwartz-Bloom, 2002) mostraron que la exposicién de cortes de hipocampo a
H202 alteraba las caracteristicas de binding del receptor GABAA e incrementaba la
entrada de Cl- mediada por el receptor GABAAa en células piramidales CA1. Los
receptores GABAa estan presumiblemente ensamblados en una estructura
pentamérica a partir de una serie de clases de subunidades. Cuatro clases de
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subunidades, con multiples isoformas, han sido identificadas por su homologia de
secuencia hasta el momento. En roedores, comprenden seis subunidades a (a1-
a6), tres subunidades B (B1-B3), tres subunidades y (y1-y3) y una subunidad &. LA
distribucion de las subunidades del receptor GABAA en la formacion del hipocampo
de las ratas control presentada en (Wenk, 2006)(Wenk, 2006)(Wenk,
2006)(Avshalumov & Rice, 2002) es la posible razén por la cual la mayor actividad
se daen el area CA1l, concentrando gran cantidad de subunidades relacionas a esta
(subunidades a1-, a2-, a5-, B3- y y2 presentes en altas concentraciones a lo largo
de los estratos oriens y radiata CA1 a CA3). Tiene sentido si observamos en las
gréaficas obtenidas para los dos ensayos, ya que los valores mas altos de intensidad
se obtuvieron para CAl y en menor grado CAS.

En la subregion denominada como DG, los valores negativos en la intensidad de la
fluorescencia se deben posiblemente a que se trabaja con cultivos organotipicos
agudos, en los que, debido a la falta de factores de crecimiento y medios
especializados, entran en un proceso de muerte celular lo que genera un incremento
en la fluorescencia basal. Como se sumergen en un medio nutritivo, inicia un
proceso adaptativo donde se detiene la muerte celular y se estabiliza, disminuye la
mortalidad de neuronas y se genera una disminucion en la fluorescencia.

Vemos que los resultados estadisticos también muestran que, para un tiempo de
exposicion de 60 minutos, el tratamiento a 400 um de H20:2 se presenta diferencia
en la muerte celular entre DG vs CAS3 pero, al aumentar el tiempo de exposicion a
120 minutos esta diferencia desaparece. Inicialmente se eligio realizar el estudio
analizando los datos que fueran paramétricos y no paramétricos como tal, sin
realizar una normalizacion de los datos no paramétricos. Esta decision puede estar
relacionada con la variacion en los resultados estadisticos que se obtuvieron para
para esta y para otras concentraciones, ya que como este, en varios tratamientos
se obtuvieron resultados en los que visualmente se puede evidenciar ampliamente
las diferencias en las intensidades de las areas evaluadas, pero que, al someterlos
a andlisis estadisticos, no cumplen con los parametros necesarios para concluir que
presentan una diferencia considerable. Para futuros analisis en los se trabaje con
este tipo de experimentacion y, basados en otros estudios similares, se recomienda
trabajar con un mayor niumero de ensayos para obtener mas datos para analizar
(aproximadamente 100) y normalizar los datos no paramétricos para eliminar la
posible variabilidad que se presente entre los datos a analizar.

Finalmente y en aras de prevenir errores y cuantificar de manera mas diferencial,
eficiente y precisa la tasa de muerte celular en experimentos como este, se han
desarrollado algunas técnicas de tincion como por ejemplo la de la anexina V
(Nakagawa, 1994). Esta es una proteina recombinante que se une especificamente
a residuos de fosfatidilserina, los cuales se encuentran expuestos en la cara externa
de la membrana plasmatica, y es un biomarcador efectivo en células apoptoticas.
La anexina V puede ser combinada con un marcador de ADN que no sea permeable
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a la membrana a menos que esta se vea comprometida, con el fin de distinguir
células apoptéticas de necroticas. Se ha evidenciado que la combinacidén de anexina
V-FITC y el marcador catiénico ioduro de propidio (IP) puede garantizar esta
diferenciacion, registrando células no apoptéticas (anexina V-FICT negativo / IP
negativo), células en apoptosis temprana (anexina V-FICT positivo / IP negativo) y
células necrdéticas (anexina V-FICT positivo / IP positivo) (Martinez Salazar, 2009).
De esta manera, la cuantificacion podria ser mas efectiva como por ejemplo para el
caso del experimento de 60 minutos, donde se obtuvo para en vehiculo tasas de
muerte muy elevadas, inclusive mayores que los tratamientos donde se adicion6
peréxido de hidrogeno, y de esta manera realizar la cuantificacion diferenciada
Unicamente para células que siguen la via apoptética de muerte celular.
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2.7

Conclusiones

Mediante la exposicion de cortes de cultivos organotipicos hipocampales
(HOSC) a diferentes concentraciones de peroxido de hidrogeno, se
determind que existe una tasa de muerte celular mayor en los cultivos
expuestos a una concentracién de 800 uM de este agente oxidante por 120
minutos.

Mediante el analisis estadistico se logré concluir que el perdxido de
hidrogeno presenta mayor selectividad, en términos de toxicidad, sobre el
area CA1 del hipocampo frente al &rea DG.
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2.8 Recomendaciones

Para llevar a cabo de mejor manera investigaciones como esta se debe tener en
cuenta los posibles errores por parte del experimentador y la manera en que pueden
influir en los resultados. Por ejemplo, el buen estado de los equipos tanto de corte
como de incubacion, fotografia y de més, se deben revisar y asegurar su correcto
funcionamiento con frecuencia.

Uno de los principales factores mencionados que puede alterar de alguna manera
los resultados de la investigacion es la presencia de contaminantes externos en el
medio de cultivo, razén por la cual, se debe evitar al maximo situaciones o
procedimientos que incrementen este riesgo. El area total donde se llevé a cabo la
experimentacion presentaba la falencia que existia una gran distancia desde el lugar
donde se incubaba el tejido hasta el lugar donde se realizaba la toma de fotografias
en el microscopio de fluorescencia; y aunque se les dio el mejor manejo posible a
los cultivos, factores como este pueden incrementar ampliamente el riesgo de
contaminacion de la muestra. Por esta razén, en condiciones ideales se debe evitar
a toda costa este tipo de falencias.

Finalmente, el buen estado de los reactivos, medios de cultivo y demas debe ser
verificado con anterioridad para obtener resultados de la mejor calidad posible.
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3 ANEXOS

Anexo 1. Analisis estadistico

Andlisis estadistico para la prueba de toxicidad al peréxido de hidrogeno con
un tiempo de exposicion de 60 minutos.

Es importante tener en cuenta que para poder realizar un analisis de varianza o
ANOVA es necesario que se cumpla los supuestos de homogeneidad de varianza
y una distribucion normal de los datos.

Supuesto de homogeneidad de Supuesto de distribucién normal
varianzas de los datos
Ho: Las varianzas son iguales Ho: Los datos tienen una distribucién
Ha: Las varianzas no son iguales normal

Ha: Los datos no tienen una
distribucion normal

En ambos casos la hip6tesis nula o Ho se rechaza si el valor p es menor al grado de
significancia con el que se trabaja, es decir si valor p < 0.05.

Al realizar la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk se obtuvo para los tratamientos
Vehiculo, 200 uM y 400 uM valores p menores que el grado de significancia (valor
p < 0.05), razén por la cual se rechaza la hip6tesis nula Ho y se dice que los datos
no presentan una distribucion normal; se les aplico la prueba de Friedman y la
prueba de comparacion multiple de Dunn. Por otro lado, en el analisis realizado a la
concentracion de 800 uM se encontré que el valor p fue mayor a al grado de
significancia (valor p > 0.05), se acepta la hip6tesis nula y se dice que los datos
tienen una distribucién normal. Seguidamente se realiza el ANOVA y la prueba de
comparacion multiple de Tukey.

Hipotesis a probar (ANOVA y Friedman)

Ho: Las medianas de las diferencias de la intensidad de fluorescencia (dF) en cada
subregion son iguales.

Ha: La mediana de las diferencias de la intensidad de fluorescencia (dF) en cada
subregion no son iguales.

Se rechaza Ho si: valor p < 0,05

Cada uno de los tratamientos se sometieron a esta prueba y los resultados se
muestran a continuacion.
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Vehiculo

>0.9999
-9 Yes * 0,0281
-9 Yes * 0,0281

Conclusion: El valor p es menor que 0,05 por tanto se rechaza Ho y se acepta Ha.

Existen diferencias significativas en la dF entre las subregiones DG, CA1y CA3 del
hipocampo de rata.

Perd6xido de Hidrogeno 200 uM

>0.9999
-10 Yes * 0,0117
-8 No ns 0,0628

Conclusién: El valor p es menor que 0,05 por tanto se rechaza Ho y se acepta Ha.

Existen diferencias significativas en la dF entre las subregiones DG, CA1 y CA3 del
hipocampo de rata
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Peré6xido de Hidrogeno 400 uM

Conclusion: El valor p es menor que 0,05 por tanto se rechaza Ho y se acepta Ha.
Existen diferencias significativas en la dF entre las subregiones DG, CA1y CA3 del
hipocampo de rata

Perd6xido de Hidrogeno 800 uM

Conclusion: El valor p es menor que 0,05 por tanto se rechaza Ho y se acepta Ha.
Existen diferencias significativas en la dF entre las subregiones DG, CA1y CA3 del
hipocampo de rata.
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Andlisis estadistico para la prueba de toxicidad al peréxido de hidrogeno con
un tiempo de exposicion de 120 minutos.

Es importante tener en cuenta que para poder realizar un analisis de varianza o
ANOVA es necesario que se cumpla los supuestos de homogeneidad de varianza
y una distribucion normal de los datos.

Supuesto de homogeneidad de Supuesto de distribucién normal
varianzas de los datos
Ho: Las varianzas son iguales Ho: Los datos tienen una distribucion
Ha: Las varianzas no son iguales normal

Ha: Los datos no tienen una
distribucion normal

En ambos casos la hipotesis nula o Ho se rechaza si el valor p es menor al grado de
significancia con el que se trabaja, es decir si valor p < 0.05.

Al realizar la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk se obtuvo para todos los
tratamientos valores p menores que el grado de significancia (valor p <0.05), razén
por la cual se acepta la hipétesis nula y se dice que los datos tienen una distribucion
normal. Seguidamente se realiza el ANOVAy la prueba de comparacion multiple de
Tukey.

Hipotesis a probar (ANOVA)

Ho: La mediana de las diferencias de la intensidad de fluorescencia en cada
subregién son iguales.

Ha: La mediana de las diferencias de la intensidad de fluorescencia en cada
subregion no son iguales.

Se rechaza Ho si: valor p < 0,05

Cada uno de los tratamientos se sometieron a esta prueba y los resultados se
muestran a continuacion.

Vehiculo
One-way ANOVA

P value 0,0536
P value summary ns
Statistically significant (P < 0.05)? No
Number of treatments (columns) 3
Number of subjects (rows) 6

R square 0,5059
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Conclusion: El valor p es mayor que 0,05 por tanto se acepta Ho y no existen
diferencias significativas en la dF entre las subregiones DG, CAl y CA3 del
hipocampo de rata.

Perd6xido de Hidrogeno 200 uM

Conclusion: El valor p es menor que 0,05 por tanto se rechaza Ho y se acepta Ha.
Existen diferencias significativas en la dF entre las subregiones DG, CA1y CA3 del
hipocampo de rata.

Peroxido de Hidrogeno 400 uM
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Conclusion: El valor p es menor que 0,05 por tanto se rechaza Ho y se acepta Ha.
Existen diferencias significativas en la dF entre las subregiones DG, CA1 y CA3 del
hipocampo de rata.

Per6xido de Hidrogeno 800 puM

Conclusion: El valor p es menor que 0,05 por tanto se rechaza Ho y se acepta Ha.
Existen diferencias significativas en la dF entre las subregiones DG, CA1y CA3 del
hipocampo de rata.
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Anexo 2. Carta de aprobacién del proyecto de investigacion.

$% 1CESI

Santingo de Cali, 05 de marzo de 2016
CICUAE 00112016

Sr(a). Alvaro Andres Barrera Ocampo
Investigador Principal- Universidad Tcesi

ASUNTO: Aprobacién proyecto: “Evaluacion de la vulnerabilidad de
poblaciones de neuronas hipocampales @ compuestos patogénicos
relacionados con la enfermedad de Alzheimer™.

El 18 de febrero del presente afio, los miembros de CIECUAE de Ia Universidad fcesi
revisaron y aprobaron cl siguiente proyecto de investigacién, dando cumplimiento a la ley
84 de 1989 y a la resolucion de rectoria N° 847 (9 de Julio de 2012):

Evaluacién de la vulnerabilidad de poblaciones de neuronas hipocampales a
compuestos patogénicos relacionados con la enfermedad de Alzheimer”.

La presente se firma, cl dia (10), mes (Marzo), del afio (2016)

Cordialmente,

Juliana Rengifo
Presidente ~CIECUAE- Universidad Icesi

Calle VB N 122135

PROC (5725 555 2304, Fan (57-2) 555 2345
Cat- Colorisa

D e TR
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