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Resumen

La asfixia perinatal, definida como la insuficiencia de oxigeno en el sistema
circulatorio del feto o del neonato, es una de las tres principales causas de muerte
en recién nacidos en el mundo y sus manifestaciones neurolégicas son la causa mas
importante de dano cerebral y secuelas neurolégicas en nifos. La alta mortalidad y
morbilidad de esta situacidn clinica, hace necesaria la blsqueda de estrategias
neuroprotectoras. Actualmente el estandar de atencién de los nifios con asfixia
perinatal y encefalopatia hipdxico-isquémica es la hipotermia controlada. Sin
embargo, este tratamiento es parcialmente efectivo, pudiéndose beneficiar del uso
de terapias adjuntas para mejorar la proteccion. Ademads, terapias alternativas
podrian ser beneficiosas en contextos de bajos recursos donde la hipotermia no es
un procedimiento de rutina. En este sentido, hace algunos afios se viene estudiando
la capacidad neuroprotectora de la quercetina, el flavonoide mas abundante en la
naturaleza y en la dieta humana, conocida por exhibir numerosos efectos biolégicos
y farmacoldgicos gracias a sus propiedades antioxidantes, antinflamatorias y
anticarcinogénicas. Si bien existen evidencias de neuroproteccidn in vivo de este
compuesto en diversos contextos patoldgicos, incluida la asfixia perinatal aun no se
conocen completamente los mecanismos efectores de la quercetina. Es por ello,
que nos propusimos evaluar la capacidad neuroprotectora de este compuesto
cuando es vehiculizado en nanosomas en un modelo de asfixia perinatal en ratas,
con el fin de contribuir a la comprension de los mecanismos de dafo y de
proteccion en este contexto. Encontramos que la quercetina alcanzé el cerebro y
tuvo un impacto positivo en la sobrevida de los animales asficticos, asi como en
algunos parametros comportamentales tanto locomotores como cognitivos y
emocionales. Mientras que en la evaluacién de sus propiedades antioxidantes y
antiapoptdticas encontramos efectos leves. No obstante, mediante un abordaje
protedmico logramos identificar posibles blancos de accidon del tratamiento con

quercetina.
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Introduccion

Asfixia perinatal

La asfixia perinatal (AP) junto con las infecciones y la prematuridad, es una de las tres
principales causas de muerte en recién nacidos en el mundo, representando el 23%
de la mortalidad neonatal global (Kurinczuk, White-Koning, & Badawi, 2010; L. Liu et
al., 2015).

Desde el punto de vista fisiolégico se puede definir la asfixia como la insuficiencia de
oxigeno en el sistema circulatorio del feto y del neonato, asociada a grados variables
de hipercapnia y acidosis metabdlica (Volpe et al. 2005). La incidencia de eventos de
asfixia perinatal severa (causante de muerte o discapacidad neuroldgica severa) se
estima que es de uno cada 1000 nacidos vivos en los paises industrializados,
aumentando a 5-10 cada 1000 nacidos vivos en paises de bajos recursos (McGuire,

2007).

A nivel clinico, la Asociacion Americana de Ginecologia y Obstetricia y su par de
Pediatria han definido la asfixia como un problema caracterizado por cuatro
componentes, que deben estar todos presentes para poder diagnosticarlo: Acidosis
metabdlica en sangre de corddn (pH < 7,00), signos neuroldgicos en el periodo
neonatal (hipotonia, convulsiones, coma, etc.), complicaciones sistémicas en
diferentes érganos en el periodo neonatal, y puntaje de Apgar entre 0-3 después del
quinto minuto (parametro clinico que permite calificar la adaptacién a la vida
extrauterina). Si bien existe un compromiso sistémico, el sistema nervioso central es
el mds afectado, muy por encima de las alteraciones renales, pulmonares, cardiacas y

gastrointestinales (Carbajal Ugarte & Pastrana Huanaco, 2002; Vinacur et al., 2000).

Clinicamente se conoce como encefalopatia hipdxico-isquémica (EHI) al sindrome
neurolégico que aparece en el recién nacido tras un episodio de asfixia perinatal. Se
estima que la encefalopatia hipdxico-isquémica se presenta con una incidencia de 1,5
cada 1000 nacidos vivos (Kurinczuk et al., 2010). Aproximadamente entre el 10%-20%
de los recién nacidos afectados muere en el periodo posnatal (cifra que alcanza
el 60% en prematuros) y 30% queda con discapacidad neuroldgica (Martinez, Pouso,
Borbonet, Bidegain, & Goldberg, 2005.; Shankaran, 2009). La asfixia perinatal y sus

manifestaciones neuroldgicas sonla causa mds importante de dafo cerebral y
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secuelas neuroldgicas en nifios (Azzopardi, 2010; James & Cherian, 2010; Martinez-
Biarge, Diez-Sebastian, Rutherford, & Cowan, 2010). Estas alteraciones motoras y
cognitivas, de gravedad variable, incluyen pardlisis cerebral, convulsiones,
espasticidad, déficit de atencidn, hiperactividad, retraso mental y otros sindromes
neuropsiquiatricos de inicio tardio a nivel clinico (du Plessis & Volpe, 2002; Kaufman
et al., 2003; Odd, Lewis, Whitelaw, & Gunnell, 2009; van Erp et al., 2002; S. J.
Vannucci & Hagberg, 2004).

Mecanismos patogénicos de la asfixia

El dafio cerebral debido a un evento hipdxico-isquémico transitorio perinatal es un
evento que progresa gradualmente, que comienza con el insulto hipdxico-isquémico
primario y se extiende a la etapa de recuperacién luego de que la oxigenacién y la
perfusion fueron restauradas. Esta complejidad de eventos hace que la busqueda de
estrategias neuroprotectoras para esta patologia deba considerar los diferentes

aspectos moleculares, muchos de ellos aun no bien conocidos.

El proceso se inicia con la deprivacién de glucosa y aporte de oxigeno, causando una
falla energética primaria, donde los niveles de compuestos fosfato de alta energia
disminuyen (Edwards et al., 2010). Esto desencadena la acumulaciéon de acido lactico,
y la falla de las bombas Na+/K+ y el intercambiador Na+/Ca2+, lo que conlleva al
influjo de agua y sodio y finalmente al edema celular. Se da un aumento de la
concentracién de calcio citosélico, que inicia la liberacion de aminodcidos
excitatorios, como el glutamato, al espacio extracelular, el cual genera un influjo de
calcio dando lugar a un ciclo excitotéxico (Pierson et al., 2007). Otras consecuencias
son la generacion de especies reactivas del oxigeno y de éxido nitrico y peroxidacion
de lipidos, conduciendo a injuria neuronal, neurodegeneracién y muerte celular por
apoptosis y necrosis. La necrosis es el tipo de muerte celular rdpida y severa que

ocurre con el insulto hipéxico-isquémico primario (Rainaldi & Perlman, 2016).

Luego de la resucitacidn, la perfusidon y oxigenacidn cerebral son restauradas, junto
con la restauracién parcial de las fuentes de energia. A pesar de ello, hay una
progresiva disminucién de los fosfatos de alta energia subsecuente 24 a 48 horas
después, que constituye la falla energética secundaria (Lou, Lassen, & Friis-Hansen,

1979). Durante esta falla energética secundaria, se da la llamada injuria de
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reperfusion, debido a reacciones extendidas que se originaron durante el insulto
primario. Esta injuria se caracteriza por inflamacién, generacidn de especies reactivas
del oxigeno y radicales libres, y fundamentalmente muerte celular via apoptosis
(Pryds, 1991). La apoptosis puede ser inducida por procesos caspasa-dependientes o
independientes (Pierson et al., 2007). La caspasa-3 es la caspasa efectora mas
abundante en el cerebro en desarrollo (Vesoulis, Liao, Trivedi, Ters, & Mathur, 2016)
y hay una correlacidn directa entre la activaciéon de caspasa-3 y el grado de injuria
después del insulto hipdxico-isquémico (Haynes, Sleeper, Volpe, & Kinney, 2013).
Debido a que son procesos que se dan con cierto retraso luego del insulto, la
apoptosis se ha vuelto una diana terapéutica de interés en el contexto de las

encefalopatias hipdxico-isquémicas (van Bel & Groenendaal, 2016).

Este patron de dafio cerebral bifasico en neonatos, genera una ventana
“terapéutica”, desde el nacimiento hasta las 6 horas de vida, durante la cual, las
estrategias neuroprotectoras pueden prevenir o reducir las consecuencias de este

dafio cerebral que se da mas tardiamente (Hope et al., 1984; lwata et al., 2008).

Respuesta adaptativa a la asfixia

La respuesta celular a la hipoxia implica la regulaciéon coordinada de la expresién de
un gran numero de genes con funciones diversas. Como consecuencia del fallo
energético primario, las células tratan de minimizar el dafo al disminuir la demanda
energética. Esta respuesta neuroprotectora determina una supresién de procesos no
esenciales que consumen energia como la proliferacion celular, la transcripcion

génica y la sintesis proteica (Hochachka & Lutz, 2001; White et al., 2000).

A largo plazo, se induce una segunda respuesta, que depende principalmente de la
modulacién de la expresién génica que pueden llevar a la célula a dos destinos
alternativos, por un lado, si el grado de dafio es irreparable se activan mecanismos de
muerte celular, mientras que, de lo contrario, se da la activacién de vias que
promueven la supervivencia celular. En su conjunto, estos eventos a nivel
transcripcional, traduccional y postraduccional determinan el destino del tejido

afectado (Van Elzen, Moens, & Dewilde, 2008).

Se ha evidenciado que miles de genes son influidos por exposicién a la hipoxia

(Sonna, Cullivan, Sheldon, Pratt, & Lilly, 2003; A Vengellur, Phillips, Hogenesch, &
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LaPres, 2005; Ajith Vengellur, Woods, Ryan, Johnson, & LaPres, 2003). Los estudios a
gran escala que analizan los cambios de expresién génica a nivel de transcriptoma
y/o proteoma han llevado a la identificacién de genes y familias génicas, que
previamente no habian sido vinculadas a la patologia hipdxico-isquémico (Van Elzen
et al.,, 2008). Frente a esta realidad, resultan pertinentes los estudios de abordaje
transcriptomico y protedmico con el fin de identificar nuevos marcadores o blancos

terapéuticos.

Tratamiento del recién nacido con asfixia perinatal

El tratamiento del recién nacido con asfixia perinatal se ha limitado a los cuidados
intensivos (oxigenacion y ventilacion, sostén de latensién arterial y del estado
normoglicémico) y al tratamiento de las convulsiones con fenobarbital (Shankaran,

2009).

Existen numerosos compuestos y tratamientos (como melatonina, alopurinol, xendn,
eritropoyetina, células madre, entre otros) que estan siendo evaluados en estudios
clinicos y preclinicos, pero aln no estan disponibles para su uso a nivel clinico (Glass,

2018).

Actualmente el estandar de atencion de los nifios con asfixia perinatal vy
encefalopatia hipdxico-isquémica es la hipotermia controlada. Se emplea leve
hipotermia con disminucién de la temperatura corporal entre 12C a 39C (33-342C)
con una duracion de 72 horas. Es la Unica recomendada hoy en dia para su uso a nivel
clinico en bebés nacidos después de las 36 semanas de gestacidn, con resultados
beneficiosos y con una menor tasa de mortalidad asociada (Jacobs et al., 2013). Sin
embargo, este tratamiento es parcialmente efectivo, dejando un 50% de los nifios
con resultados adversos (muerte o secuelas neuroldgicas) aun tras el tratamiento
(Azzopardi, 2010). Este tratamiento se podria beneficiar del uso de terapias adjuntas
para mejorar la proteccion y los resultados obtenidos. Ademas, terapias alternativas
podrian ser beneficiosas en contextos de bajos recursos donde la hipotermia no es

un procedimiento de rutina (Robertson et al., 2008).
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La quercetina como estrategia neuroprotectora

La quercetina es un flavonol, cuya nomenclatura IUPAC es 3,3'4'5,7-
pentahydroxyflavanona, y es el flavonoide mds abundante en la naturaleza y en la
dieta humana. La quercetina es conocida por exhibir numerosos efectos bioldgicos y
farmacolégicos gracias a sus propiedades antioxidantes, antinflamatorias vy
anticarcinogénicas (E.-J. Lee, Ji, & Sung, 2010; Meyers, Rudolf, & Mitchell, 2008;
Vargas & Burd, 2010). Se han estudiado multiples aplicaciones farmacoldgicas para la
guercetina, entre las que se incluyen: antioxidante neuroprotector, anti-viral, anti-

cancerigeno, anti-microbiano (Nishimuro et al., 2015).

La actividad antioxidante intrinseca de la quercetina se ha atribuido a la eliminacién
directa de ROS, a través del "scavenging" o captado de electrones desapareados, o a
la quelacién de metales pesados que previene la generacion de radicales hidroxilo a
través de reacciones de tipo Fenton (reaccidn de catalisis del perdxido de hidrégeno
con metales de transicién, generalmente hierro, dando como resultado la generacion
de radicales altamente reactivos del hidroxilo). Estas propiedades son principalmente
resultado de la estructura quimica de la quercetina, en particular de la presencia y
ubicacién de las sustituciones hidroxilo y el anillo catecol tipo B (Quideau, Deffieux,
Douat-Casassus, & Pouységu, 2011). La quercetina también es conocida por su
capacidad de inhibir la peroxidacidn lipidica, previniendo el dafio a las membranas
celulares, al contribuir con un atomo de hidrégeno al radical tocoferil (Nam et al.,

2016).

Histdoricamente se ha puesto mucho énfasis en las propiedades antioxidantes directas
de la quercetina, pero dado que la capacidad antioxidante directa de la quercetina no
es suficiente para explicar la multiplicidad de acciones que este compuesto presenta,
cada vez mas se maneja la nocién de que hay otros mecanismos subyacentes, como
la activacién de vias de sefializaciéon y de modulacién de la expresién génica. Por un
lado, los niveles circulantes del flavonoide "per se" en el organismo no serian
suficientes para contrarrestar de forma directa, a través de la actividad de la
captacién de electrones desapareados, desbalances en el estado redox celular
(Spencer, 2009), lo que lleva a pensar que la quercetina activa otros efectores. Por
otra parte, se ha especulado que la actividad antioxidante por si sola no explica la
bioactividad de los flavonoides in vivo (Kawabata, Mukai, & Ishisaka, 2015). Es

probable que eliminar el exceso de radicales libres pueda restaurar el equilibrio
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redox en el inicio del estrés oxidativo celular. Pero en insultos celulares masivos
como la isquemia, que involucra falla metabdlica, pérdida de la homeostasis del
calcio y excitotoxicidad, la actividad "scavenger", es decir su capacidad de reaccionar
directamente con los radicales libres, puede no ser suficiente para proteger a las

células del dafio oxidativo.

De hecho, se ha comprobado que la quercetina también puede ejercer efectos
moduladores sobre las vias de sefializacién celular. Asi por ejemplo, los efectos
antinflamatorios de la quercetina estan asociados a la inhibicion de NF-kB (K. W. Lee
et al., 2008), mientras que su capacidad de prevenir el dafio oxidativo se ha asociado
a la activacidn de kinasas (MAPK, JNKy p38), de la via PI3K/Akt (Weng, Chen, Yeh, &
Yen, 2011)y de Nrf2 (Ji, Sheng, Zheng, Shi, & Wang, 2015). Afecta también
numerosos blancos de vias de sefalizacién vinculadas a la apoptosis (Kim et al.,
2010). Dado el rol importante que juegan el estrés oxidativo, la inflamacién y la
muerte celular en los procesos de dafio que la asfixia desencadena, las propiedades
anti-apoptadticas, anti-inflamatorias y antioxidantes convierten a la quercetina en un
buen candidato a evaluar como tratamiento protector en el contexto de la asfixia

perinatal.

En este sentido, su actividad neuroprotectora se viene estudiando desde hace
algunos afios. Numerosas evidencias en neuronas en cultivo afirman una accién
protectora de quercetina frente a diversas agresiones, principalmente oxidativas,
como el perdxido de hidrégeno (Arredondo et al., 2004; Dajas et al.,, 2003),
hidroperéxido de acido linoleico (Sasaki, Toda, Kaneko, Baba, & Matsuo, 2003) e

hidréxido de terbutilo (Silva, Gomes, & Coutinho, 2008), entre otros.

Las evidencias de neuroproteccion in vivo han explorado diversos paradigmas en
experimentos de trauma (Schiiltke, Kamencic, Skihar, Griebel, & Juurlink, 2010),
neurotoxicidad por compuestos como plomo, metilmercurio y tungsteno (Barcelos et
al.,, 2011; P. Hu et al., 2008; Sachdeva, Pant, Kushwaha, Bhargava, & Flora, 2015),
hipoperfusion cerebral (Takizawa et al., 2003), hemorragia intracerebral (Y. Zhang et
al., 2015), lesiones inducidas por radiacion (Kale et al., 2018), enfermedades
neurodegenerativas como Alzheimer (Sabogal-Guaqueta et al., 2015; Wattanathorn
et al., 2010) y Parkinson (Denny Joseph & Muralidhara, 2013, 2015; Lv et al., 2012).
También se ha estudiado en el contexto de isquemia transitoria (Cho, Kim, Jang, Kim,

& Lee, 2006) y permanente (Rivera, Urbanavicius, Gervaz, Morquio, & Dajas, 2004a),
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e hipoxia hipobarica (P. Liu et al., 2015). Es importante notar que en muchos de estos
estudios la administracién de la quercetina se hace previamente al insulto, lo que es
poco extrapolable al nivel clinico en un evento agudo que se da de forma inesperada.
Mas alld de sus propiedades antioxidantes y antiapoptéticas, los mecanismos
subyacentes del efecto neuroprotector de la quercetina no han sido elucidados

completamente.

En el contexto de asfixia perinatal, son pocos los estudios realizados hasta el
momento. Qu y colaboradores demostraron en un modelo de injuria hipdxico-
isquémica en la etapa neonatal que la quercetina mejora el déficit cognitivo a través
de la promocidén de la remieliniziacién (Qu et al., 2014). Por otra parte, Blasina y
colaboradores reportaron el efecto protector de la quercetina, vehiculizada en un
nanosoma, en un modelo de asfixia perinatal en cerdos recién nacidos y demostraron
gue su administracién intravenosa mejora la funcion cerebral (mediante el
monitoreo de la funcidn cerebral) y ayuda a estabilizar hemodindmicamente a los
individuos (Blasina, Vaamonde, Silvera, Tedesco, & Dajas, 2015). Sin embargo, aun
resta establecer los mecanismos de accidon que subyacen a esa neuroproteccién,
complementarla con datos no solo fisiolégicos y bioquimicos, sino también a nivel
celular y molecular en el contexto de asfixia perinatal, los que han sido poco

explorados in vivo.

Administracién de la quercetina

El consumo oral de los compuestos flavonoides como la quercetina implica que
deben pasar por el tracto gastrointestinal y el higado y estar sujetos a numerosas
alteraciones bacterianas y enzimdticas antes de alcanzar la distribucidn sistémica
(Serafini, Peluso, & Raguzzini, 2010). La absorcioén, la cual se da a nivel del estémago y
el intestino delgado, es muy baja de acuerdo con estudios farmacocinéticos,
constituyendo un paso limitante de la biodisponibilidad (Goldberg, Yan, & Soleas,
2003). Ademads, la quercetina sufre una importante metabolizacién hepatica
(glucoronizacién, metilacion, etc.) y una gran parte es eliminada rapidamente.
Debido a ello los niveles circulantes del flavonoide libre son muy bajos (Bischoff,
2008). De hecho, se ha demostrado que los flavonoides tienen una baja
biodisponibilidad cuando son administrados via oral (de Boer et al.,, 2005; Kahle,

Kraus, & Richling, 2005; Manach, Scalbert, Morand, Rémésy, & lJiménez, 2004,
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Morand, Manach, Crespy, & Remesy, 2000) por lo que los efectos neuroprotectores
de estos compuestos tipicamente son examinados luego de la inyeccidn

intraperitoneal o intravenosa (Ossola, Kdaridinen, & Mannistd, 2009).

A esto se le agrega el hecho que la naturaleza lipofilica de la quercetina dificulta su
disolucién en medios hidrosolubles para su acceso al cerebro a través de la barrera
hematoencefilica (Rivera et al., 2004a). Por ello, se hace necesario el desarrollo de
un transportador que proteja a la molécula de la metabolizaciéon y facilite el acceso
cerebral. El desarrollo de dicho transportador aparece como una exigencia clave para
estudiar in vivo el efecto terapéutico. El cardcter hidrofébico de la quercetina la
convierte en un candidato ideal para su encapsulacién en nanoparticulas de
naturaleza lipidica. Este tipo de nanoparticulas mejora la absorcion aumentando la
solubilidad aparente en agua. A su vez, gracias a su pequefio tamafio (20—200 nm)

promueve la permeacion tisular (Guo & Bruno, 2015).

En este sentido, se viene trabajando desde hace algunos afios en el Departamento de
Neuroquimica del Instituto Clemente Estable. Se formularon liposomas conteniendo
qguercetina con lecitina, demostrandose experimentalmente la capacidad protectora
cerebral de esta formulacidn en un modelo in vivo de isquemia en ratas (Rivera et al.,
2008). Se ha ido modificando la formulacién del liposoma hasta llegar a una
formulacién original en la forma de nanosoma, para vehiculizar la quercetina a partir
de lecitina/colesterol/2-hidroxypropil-b-ciclodextrina, lo que incrementd
notoriamente la solubilidad de quercetina y la estabilidad del transportador y lo han
administrado exitosamente de forma intravenosa en cerdos demostrando la
seguridad del preparado para administracion sistémica, posibilitando una adecuada
biodistribuciéon, y permitiendo a la droga acceder al cerebro sin mayor

metabolizacion (Blasina et al., 2015).

La via intranasal como posible via de administracion

Los nanosomas pueden administrarse por via parenteral, oral, nasal y tépica (C. Li et
al., 2013; Mozafari et al., 2009; Shoji & Nakashima, 2004). En situaciones de
emergencia la via intravenosa suele ser la via de preferencia por su rapidez en la
absorcién. Sin embargo, la via intranasal es una de las rutas de administracién que
podria ser muy conveniente para la entrega de medicamentos. La alta absorcién

nasal de medicamentos se debe a la gran superficie de la mucosa y a la abundante
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vascularizacion del epitelio. Por otra parte, la sangre que circula en el epitelio pasa
directamente a la circulacién sistémica evitando el primer paso de metabolismo
hepatico. Es una via que presenta grandes ventajas, dado que es de muy facil
administracién, por lo que es aplicable a cualquier nivel de atencidén. A su vez tiene
un bajo indice de efectos secundarios y un alto nivel de aceptacidn en la poblacién.
Esta via permite la incorporacidn directa del farmaco al torrente circulatorio,
evitando el transito por el tracto gastrointestinal inferior, y al sistema portal que
conlleva a una rapida instalacién del efecto (latencia rapida) con buena tolerancia

(Trujillo Gdmez, Montoya Restrepo, & Bruera, 2005).

A pesar de estas ventajas, es una via poco explorada. En particular, para la
guercetina, Wattanathorn y colaboradores, reportaron neuroproteccién por parte de
la quercetina encapsulada en un nanosoma administrada intranasalmente en un
modelo de enfermedad de Alzheimer (Wattanathorn et al.,, 2010). Seria de gran
interés para la aplicacion de la quercetina como neuroprotector, conocer si en otras

patologias, la administracién intranasal es igualmente efectiva.

Modelos animales para el estudio de asfixia perinatal

El desarrollo de nuevas estrategias de neuroproteccidn frente a los eventos hipdxico-
isquémicos perinatales seria imposible sin el uso de modelos animales. Si bien existen
varios modelos para el estudio de este tipo de injuria en animales tan diversos como
el cerdo, el cordero, el conejo, el primate y los roedores, ninguno es capaz de replicar
a la perfeccion la complejidad de los eventos hipdxicos-isquémicos que se dan en el
humano neonato. Las ventajas y desventajas de cada uno de los modelos deben ser

evaluadas por el investigador en cada caso.

Algunos de los animales no roedores mas utilizados como modelo son el conejo, la
oveja y el cerdo. Estas especies tienen la ventaja de tener una relacion materia gris/
materia blanca similar a la del humano, pero el costo en estos animales de gran
tamarnio limita severamente el nimero de sujetos a ensayar (Mallard & Vexler, 2015).
Asimismo, la vida mds larga de estos animales, y la falta de pruebas
comportamentales estandarizadas, dificulta el estudio de las consecuencias

funcionales luego de la asfixia (Barkhuizen et al., 2017).
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Otro grupo de animales ampliamente utilizado en los modelos de encefalopatia
hipdxico-isquémica son los roedores, rata y ratén. Los dos modelos mas utilizados
son el de ligacién de la arteria carétida y el de inmersién. El primero de éstos, que
combina la ligacién de la cardtida con la exposicidon a 8% O,y se realiza en animales
de 7 dias de edad postnatal (P7), presenta la ventaja de que el estado de maduracion
del cerebro de roedor a esta edad es similar al del feto humano al momento del

nacimiento a término (R. C. Vannucci & Vannucci, 2005).

Por otro lado, el modelo de inmersién, propuesto en 1991 por Bjelke del Karolinska
Institutet de Suecia (Bjelke, Andersson, Ogren, & Bolme, 1991), es altamente
reproducible y de facil implementacién. En este modelo la asfixia tiene lugar en el
momento del parto y reproduce los eventos observados en la asfixia global: acidosis
sistémica, hipercapnia, e hipoxia. Tiene ademds la ventaja de que evita las
interferencias de procedimientos quirurgicos, e induce asfixia global que afecta al
cerebro en su totalidad, lo que lo hace mas adecuado para la realizacién de diversos
estudios incluidos los comportamentales. Se le suele criticar por usar crias en el dia
de nacimiento y no en el dia postnatal 7, argumentando que el cerebro de la rata
recién nacida es inmaduro en comparacién con el neonato humano, sin embargo,

esta afirmacion refiere principalmente al neocortex (Herrera et al., 2017).

La rata constituye un buen modelo para estudiar alteraciones de manifestacién
clinica tardia, dado que existen numerosas pruebas altamente estandarizadas y
ampliamente utilizadas que evaldan diversas funciones neurolégicas. En la rata,
varios estudios han investigado los efectos conductuales asociados con la asfixia
perinatal, abordando la funcién motora (Bjelke et al., 1991; Y Chen et al., 1995),
comportamiento emocional (M. E. Dell’Anna, Calzolari, Molinari, luvone, & Calimici,
1991; Hoeger et al., 2000; Paola Morales et al., 2010; Venerosi, Cutuli, Chiarotti, &
Calamandrei, 2006) y la memoria espacial (Boksa, Krishnamurthy, & Brooks, 1995;
Hoeger et al., 2000; Hoeger, Engidawork, Stolzlechner, Bubna-Littitz, & Lubec, 2006;
luvone, Geloso, & Dell’Anna, 1996; C. Fabian Loidl et al., 2000; Van de Berg et al.,
2003).

Antecedentes de nuestro grupo

Desde hace varios afios, mantenemos una colaboracién con el equipo del Dr.

Federico Dajas y con la Dra. Fernanda Blasina (Depto. Neuroquimica, IIBCE y Depto.
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Neonatologia, Facultad de Medicina). La Dra. Blasina y la Msc. Lucia Vaamonde,
realizan el protocolo de asfixia perinatal en el modelo de cerdos recién nacidos, y son
responsables de la produccién del preparado nanosomal de quercetina y de sus
ensayos preclinicos (Blasina et al., 2015). Nuestro laboratorio ha participado en este
trabajo multidisciplinario estudiando, a nivel de ARN (PCR en tiempo real) y proteinas
(western blot) los niveles de expresiéon de ciertos genes candidatos, buscando
identificar el perfil de accién de este flavonoide y eventualmente encontrar genes
marcadores del dafio por hipoxia y de la recuperacidon con quercetina. De los tres
genes estudiados hasta el momento -nuclear factor erythroid 2-related factor
2 (Nrf2), hypoxia-inducible factor 1 alpha (HIF-1a) y Heme oxygenase-1 (HO-1)- solo

el dltimo mostré cambios significativos en sus niveles de ARN (Figura 1; Cardozo,

2014).
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Figura 1. Expresion relativa del ARNm de HO-1 en corteza en las diferentes condiciones
estudiadas relativas a la condicién control: cerdos sham (control), cerdos sometidos a
hipoxia, y cerdos sometidos a hipoxia y tratados con quercetina. *corresponde a p< 0,05
de acuerdo con el software REST.

Como hemos visto, las vias implicadas tanto en el dafio como en la accién de la
quercetina son diversas y muchos de los efectos son post transcripcionales y dificiles
de detectar. Es por esta razdn que nos propusimos emprender un abordaje
protedmico para interrogar sin preconceptos al conjunto de proteinas e identificar
aquellas que participan en este proceso. El andlisis del perfil proteémico en cerdos
recién nacidos demostré que varios de los cambios de expresion ocurridos con la
hipoxia revierten con el tratamiento con quercetina. Las proteinas seleccionadas
durante el andlisis proteémico pudieron relacionarse con algunas vias indicando que
éstas serian las principales implicadas en el dafio y en las que la quercetina ejerceria

su accién restauradora (Figura 2). Estas son fundamentalmente el metabolismo
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energético, la regulacién del estado redox celular y el estrés oxidativo, y la apoptosis.
La identificacién de tales proteinas marcadoras in vivo permite profundizar en el
vinculo entre los efectos protectores de los flavonoides y la alteracién de la expresion
génica lo que posibilita el estudio de blancos que puedan ser explotados en el

desarrollo de nuevas terapias (Cardozo, 2014).

m Regulacion Redox

B Metabolisme, glicolisis
W Apoptosis

B Citoesqueleto

W Desarrollo sistema
nervioso

m Regulacion Negativa de
Serina Proteasas

Figura 2. Resultados de estudio protedmico preliminar en modelo de asfixia en cerdos
neonatos y tratamiento con quercetina a las 8 hs post asfixia. Se representan las funciones
celulares mas representadas en el grupo de proteinas identificadas que presentaron una
expresion diferencial frente a la asfixia o al tratamiento con quercetina.

Este enfoque, en el modelo de cerdo, nos permitié identificar de forma preliminar las
principales vias afectadas tras el dafo inducido por hipoxia, asi como por el
tratamiento con la quercetina. A su vez, puso en evidencia el hecho de que el efecto
neuroprotector de la quercetina determina cambios en el perfil proteico celular, y sus
efectos no son Unicamente resultado de su capacidad antioxidante directa. Si bien
este abordaje permitid identificar potenciales candidatos, se requiere de mas
estudios para determinar con precision la relacién de las proteinas identificadas con
el dafio y/o la respuesta a la hipoxia y con el efecto neuroprotector de la quercetina.
Ademas, seria beneficioso estudiar los cambios proteicos en respuesta a la hipoxia y
a la quercetina a menores y mayores tiempos de sobrevida que profundizaran en los
cambios moleculares de todas las etapas de esta compleja patologia. De todas
formas, un estudio de la dindmica temporal de los cambios, y sus confirmaciones, no
podrian hacerse en el modelo del cerdo por ser un modelo muy costoso y que
presenta ciertos problemas metodoldgicos. Seria util volver a un modelo mas
sencillo, como el de la rata, que nos permite en cambio realizar numerosas pruebas a
menor costo y a diferentes tiempos para ir siguiendo el curso temporal de los

cambios tanto frente al dafio como frente a los tratamientos.
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Objetivos
Objetivo general

El objetivo general de este proyecto es contribuir, mediante un modelo animal de
asfixia perinatal, a la caracterizacion del dafio en respuesta a la hipoxia en el Sistema
Nervioso Central (SNC) y del efecto del flavonoide quercetina como neuroprotector

en la etapa neonatal.

Obijetivos especificos

1. Evaluar la capacidad de la quercetina de acceder al cerebro, cuando es
administrada como preparado lipo-nanosomal por las vias intraperitoneal e
intranasal en ratas neonatas.

2. Estudiar posibles evidencias de dafio oxidativo ocasionado por el protocolo
de asfixia perinatal en el SNC y la posible neuroproteccién de la
administracién de quercetina.

3. Determinar los niveles de muerte celular luego del evento asfictico y tras el
tratamiento con quercetina.

4. ldentificar los cambios en el perfil proteico que se suceden en respuesta al
evento asfictico y en respuesta al tratamiento con quercetina.

5. Evaluar mediante pruebas comportamentales el efecto de la asfixia y del
tratamiento con quercetina en este periodo, sobre parametros fisioldgicos,

asi como habilidades emocionales y cognitivas.
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Disefio metodolégico

El proyecto se propone utilizar el modelo de asfixia perinatal en ratas (Bjelke et al.,
1991) con el fin de lograr una comprensidn mas sistematica de los mecanismos
moleculares que subyacen al dafio por hipoxia, especificamente la hipoxia severa
durante el periodo perinatal en el SNC, y aportar datos acerca de los mecanismos de

accion que subyacen a la neuroproteccion mediada por un preparado de quercetina.

Para el cumplimiento del primer objetivo especifico se utilizé6 animales control en el
dia postnatal 1 (P1), mientras que para los siguientes objetivos especificos se siguio el
esquema experimental que se muestra en la Figura 3. Tras esperar el comienzo
natural del parto y el nacimiento de la primera cria, se procedié a una cesarea
seguida o no de protocolo de asfixia perinatal (segun Bjelke et al. 1991 con algunas
modificaciones) y posterior reanimacién. Inmediatamente, tras el sexado, se les
inyectd el preparado nanosomal cargado con quercetina o el vehiculo vacio. Al
finalizar esta etapa las crias se pusieron al cuidado de una madre subrogante hasta el

momento de su utilizacidén ya sea para pruebas moleculares o comportamentales.

— ) Objetivos S |
Ob;q?vo : i Animales control ‘ especificos 2 | Protocolo de Asfixia
especifico L ; s 3.4y5 ‘ Perinatal (A) 0

I | Cesarea Control (C) |
" K4
Inyeccion R
Intraperitoneal o Reanimacion
intfranasal: nanosoma I
con quercetina (Q) o
vacio (V) Inyeccion
Intraperitoneal
I nanosoma con

Biodisponibilidad q“e’ce“”?\ﬁ)o) 0 vacio

Madre subrogante

Parametros
fisiologicos y Pruebas
pruebas moleculares
comportamentales
« Paramefros « Dano oxidativo
fisiolégicos (ROS, TBARS,
« Pruebas motoras H2AX)

« Pruebas de ansiedad « Proteomica
« Pruebas de memoria .« Muerte celular

Figura 3. Esquema de la estrategia experimental desarrollada para el cumplimiento de los
objetivos pautados.
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Una vez reanimados e inyectados los animales, se conforman cuatro grupos

experimentales que se usaran para el analisis y comparacidn, como sigue:

1) Control vehiculo (CV): animales que nacen por cesarea a los que se les
administré el vehiculo (nanosomas vacios) por via intraperitoneal.

2) Control quercetina (CQ): animales que nacen por cesarea a los que se les
administré quercetina vehiculizada en nanosomas por via intraperitoneal.

3) Asfixia vehiculo (AV): Animales sometidos a asfixia, a los que posteriormente
se les administré vehiculo.

4) Asfixia quercetina (AQ): Animales sometidos a asfixia, a los que
posteriormente se les administré quercetina vehiculizada en nanosomas por

via intraperitoneal.
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Materiales y métodos

1. Animales

Se utilizaron ratas (Rattus norvegicus, cepa Wistar) de ambos sexos, provenientes de
camadas igualadas a 8 individuos (4 hembras y 4 machos) en el dia del nacimiento
(dia 0). Los animales fueron alojados bajo temperatura y humedad controladas (22 +
1°Cy 65%, respectivamente), en un ciclo de 12 horas de luz-oscuridad y con alimento
y agua ad libitum, en el Laboratorio de Experimentacién Animal (LEA) de la Facultad
de Ciencias. Los protocolos experimentales de asfixia perinatal y las cesdreas control
se llevaron a cabo en las mismas instalaciones, ajustandose a las disposiciones
vigentes en la Ley N2 18611 y fueron aprobados por la CEUA de Facultad de Ciencias,
expediente 240011-002308-14).

2. Estudio de biodisponibilidad

La determinacién de la concentracién de quercetina que alcanza el cerebro a lo largo
del tiempo luego de su administracion por via intranasal o por via intraperitoneal
(biodisponibilidad), se realizé a tiempos 0, 15, 30, y 60 minutos luego de la
administracion por cualquiera de las vias (N variable para cada momento evaluado
entre 2-5). Luego de la inyeccidn, y a los tiempos indicados las crias fueron
sacrificadas y se disecd el cerebro completo, y congelados a -20 2C. Estas muestras
fueron analizadas por la técnica de HPLC por deteccién electroquimica siguiendo un
protocolo estandar con algunas modificaciones (Azuma, Ippoushi, Ito, Higashio, &
Terao, 2002) en el Departamento de Neuroquimica del Instituto de Investigaciones

Bioldgicas Clemente Estable.

3. Protocolo de asfixia perinatal

El protocolo de asfixia perinatal en ratas estd basado en el descrito por Bjelke et al,
(1991) introduciendo algunos ajustes y modificaciones, tras el entrenamiento de
miembros de nuestro grupo de investigacion en el Laboratorio de Citoarquitectura e

Injuria Neuronal con el Dr. Francisco Capani (Bs.As., Argentina). En la realizacién de la
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cesarea y el protocolo de asfixia contamos con la colaboracidn de la Msc. Maria José

Zuluaga de la Seccién Fisiologia y Nutricién de la Facultad de Ciencias.

De acuerdo a dicho protocolo, tras el nacimiento espontdneo de la primera cria
(delivery), la madre fue sacrificada por decapitacidn y se le realizé una cesarea. Los
cuernos uterinos fueron sumergidos en un bafio de solucién salina a 37 2C durante 15
minutos. Una vez transcurrido este tiempo, las crias fueron reanimadas con
estimulacién cardiaca, oral y genital, y se atdé el cordén umbilical (Figura 4). En
nuestro caso se ensayaron diferentes tiempos (15-20 minutos), seleccionando el de
15 minutos, dado que por encima de este tiempo la mortalidad en nuestras

condiciones experimentales fue del 100%.

Rata prefiada

[N, Inmersion en
e bafio salino a
Extraccién de los E‘. Reanimacion ..
cuernos uterinos Recuperacién

Figura 4. Protocolo de induccidn de asfixia perinatal. Imagen adaptada de Galeano et al.,
2012.
Los animales fueron sexados por examen de la distancia ano-genital el dia del
nacimiento tomado como dia cero de vida postnatal (PO), y distribuidos al azar en
alguno de los grupos experimentales. Se mantuvieron con madre subrogante hasta el

momento de las pruebas.

4. Administracion de quercetina

La quercetina en su preparacién lipo-nanosomal fue proporcionada por el equipo de
investigacion del Dr. Dajas en la semana previa al ensayo. En todos los casos se utilizd
una dosis de referencia de 10 mg/kg (Blasina et al., 2015) de una preparacién con

concentracién de 2 mg/ml.

Para la evaluaciéon de la biodisponibilidad la preparacion fue administrada tanto por
via intranasal como intraperitoneal a animales control de 1 dia de vida. Para

administracién intranasal se utilizd una jeringa Hamilton de 10 ul y una pequefia
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canula de polietileno (PE 10 de 0,28 mm didmetro interno, 0,64 mm didmetro

externo) y se administrd la dosis de a 2ul por vez cada 4 minutos, alternando narinas.

Para la evaluacién de su capacidad protectora la preparacidon de quercetina (o el
vehiculo vacio) se administro tras asfixia o tras cesarea control, de una sola dosis en
forma intraperitoneal exclusivamente. En este punto se optd por esta via dada su
sencillez, rapidez y para evitar una excesiva manipulacidon de animales que estdn muy

debilitados luego del protocolo de asfixia.

5. Evaluacion de parametros moleculares y celulares

Para la evaluacidn de los distintos parametros moleculares y/o celulares, como el
estrés oxidativo, el nivel de apoptosis y la caracterizacién del perfil protedmico, se
obtuvieron las muestras correspondientes a diferentes tiempos de acuerdo a

informacidn bibliografica siguiendo la linea temporal que se muestra en la Figura 5.

Protocolo de Asfixia ROS
Pgnnatal (A)o l |
Cesarea Control (C) ) TBARS H2AXp Apoptosis
, , >
Tiempo: 0 2hs 5hs 24 hs

Figura 5. Linea temporal de obtencion de muestras para las pruebas moleculares y/o
celulares.

5.1. Determinacién de especies reactivas del oxigeno

El nivel de especies reactivas del oxigeno (ROS, por su nombre en inglés) fue
estimado en muestras de corteza prefrontal de hembras de cada grupo experimental
(N=4) a las 2 hs de la cesarea control o asociada a asfixia. Brevemente, el area de
corteza prefrontal disecada se disgregd en PBS (10% p/v). La suspension de células
(10 mg/ml) fue cargada con la sonda permeante CM-H2DCFDA (5-(and-6)-clorometil-
29,79-diclorodihidro-fluoresceinadiacetatoacetil éster) a una concentracion final 20
MM por 15 minutos. Este compuesto es convertido a su forma fluorescente dentro de
la célula al reaccionar con radicales hidroxilo, perdxido de hidrégeno y otros
peréxidos de bajo peso molecular, por lo que la intensidad de fluorescencia es

directamente proporcional a la cantidad de ROS presente en la célula. La
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fluorescencia se midié en el espectrofluorometro Cary Eclipse (Agilent Technologies)

a 499 nm/520nm ex/em (Halliwell & Whiteman, 2004).

5.2. Estimacién de peroxidacion lipidica

Esta determinacion se realizd por la técnica que emplea el acido tiobarbiturico
(TBARS por Thiobarbituric reactive species), dado que uno de los principales
productos de la peroxidacién lipidica es el malonaldehido, el cual puede reaccionar y
formar un aducto con 2 moléculas de acido tiobarbiturico para producir una especie
de color rosa que puede ser medida mediante la intensidad de fluorescencia
530nm/550nm ex/em (Pryor, 1991). Este protocolo se realizé a los 120 minutos luego

del comienzo de la asfixia, o de la cesarea control (N=3) en muestras de cerebro.

Se disgregd y homogeneizé el tejido (10%) en PBS (pH 7.2) frio con
Butilhidroxitolueno (BHT) 0.025% p/v. A 150 pl de cada muestra se le agregaron 300
pl de solucion TCA/TBA/HCI (acido tricloroacético 15% p/v, acido tiobarbiturico
0.375% p/v, acido hidroclorhidrico 0.25N) y 2.25 ul de BHT 2.5% p/v. Se llevo a
ebulliciéon durante 15 minutos. Luego se lo dejo alcanzar temperatura ambiente y se
centrifugd a 1000 rpm por 10 minutos. Se leyd por duplicado en espectrofluorometro
Varioskan Flash (ThermoScientific) a 530/550 nm ex/em. En paralelo se realizd por
duplicado la curva estandar de Malonaldehido (MDA). Los resultados se expresan en
unidades de equivalentes de MDA por ug de proteina. La cuantificacién de proteinas

se realizé por Qubit (ThermoScientific) siguiendo las instrucciones del fabricante.

5.3. Determinacién de niveles de histona H2AXp por Western Blot

Otra forma de evaluar el dafio producido por el estrés oxidativo, es mediante la
evaluacion del dafio generado sobre el ADN. Frente a un dafio al ADN la variante de
histona H2AX es fosforilada en la serina 139 (H2AXp), y es por ello considerada un
marcador de dafio al ADN (Rogakou, Pilch, Orr, lvanova, & Bonner, 1998). Se
utilizaron para este ensayo muestras de corteza, extraidas a las 5 horas del comienzo
de la cesdrea, de hembras de los grupos CV, AV y AQ. Se realizd la extraccidn proteica
mediante homogeneizacion, de aproximadamente 50 mg de tejido en Urea Cracking
Buffer (10mM) conteniendo PMSF (1mM), B-mercaptoetanol (1%) + cocktail inhibidor

de proteasas de Sigma Aldrich # catidlogo P2714 (1%). Las proteinas extraidas se

26



Materiales y métodos

almacenaron a -202C hasta su utilizacidon Los extractos proteicos obtenidos fueron

cuantificados con el reactivo de Bradford midiendo la absorbancia a 595 nm.

Las proteinas fueron sometidas a electroforesis (SDS-PAGE) con un gel separador al
12%. La transferencia de las proteinas del gel a la membrana se realizd mediante
electrotransferencia utilizando membrana de nitrocelulosa (Biorad) y la cuba de
transferencia TE 22 Mini Tank Transfer Unit (GE Healthcare Life Sciences) durante 1h
45 min a 300mA y 100V. La membrana resultante fue bloqueada con TBS-leche
descremada 5% (1 hora a temperatura ambiente). Los lavados se realizaron con TBS

(20mM Tris-HCI, 500mM NacCl, pH 7,5) y TBS-Tween 20 (0,05%).

El anticuerpo primario utilizado fue anti-p-H2AX #LF-PA0025 (AbFrontier) en una
dilucién 1/2000. El anticuerpo secundario, anti-conejo IgG conjugado a HRP
(peroxidasa de rabanito) A6154 (Sigma) se usé a una dilucién 1/7000. Como control
de carga se utilizo anti-B-Actina # A1978 (Sigma) 1/2000 utilizando como anticuerpo
secundario anti-raton IgG DAKO conjugado a HRP 1/7000. Las incubaciones con
anticuerpos se realizaron durante 1 hora a temperatura ambiente con agitacion
suave. El substrato utilizado fue Novex™ ECL Chemiluminescent Substrate Reagent
Kit (Invitrogen™). Las bandas fueron visualizadas por revelado en placa radiografica
de la sefial luminiscente. La cuantificacion se realizé con el programa Image J

(Schneider, Rasband, & Eliceiri, 2012).

5.4. Evaluacién de muerte celular

El estudio de muerte celular se realiz6 mediante andlisis de inmunofluorescencia
indirecta. A las 24 horas del nacimiento, machos de los grupos CV, AV y AQ (N=5)
fueron anestesiados y perfundidos con solucién salina fosfatada 0,05 M (PBS; pH 7,5),
seguida por 4% paraformaldehido en PBS. Los cerebros extraidos fueron fijados en
paraformaldehido al 4% toda la noche, crioprotegidos por inmersiones sucesivas en
sacarosa al 15 y 30% en PBS, y conservados a -80°C. Se realizaron criosecciones
coronales de 14 um sobre portaobjetos tratados con polilisina, localizando mediante
atlas (Ramachandra & Subramanian, 2011) la regiéon de interés. Dichas areas fueron:
Hipocampo, Talamo, Corteza piriforme, y Amigdala. Para la confirmacién del estado
del tejido y la localizacidn, un corte de cada serie fue sometido a tincion convencional

con tionina.
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Las células apoptéticas se evidenciaron mediante inmunofluorescencia indirecta con
anticuerpo anti-caspasa 3 activada 1/1000 (#9661 Cell Signaling). Las imagenes
obtenidas se observaron en microscopio Nikon Eclipse 80i con filtros para
fluorescencia (DAPI, FITC y Rhodamina) y camara digital Nikon DS5MC-U2. La
cuantificacion se realizd con el programa Image J (Schneider et al., 2012). Se calculd
el porcentaje de células caspasa 3 positivas sobre el total de células (marcacién con
DAPI) de las regiones de Interés (ROI) del drea seleccionada para su estudio. Se contd
un promedio de 250 células/corte, a excepcion de corteza piriforme donde se contd

un promedio de 40 células/corte.

5.5. Estudio del perfil proteico

Se realizd un estudio protedmico mediante electroforesis 2D-DIGE (Electroforesis en
gel diferencial bidimensional) de acuerdo a la instrucciones del fabricante GE
Healthcare (Healthcare, 2005). Se realizd la extraccion de proteinas de muestras de
cerebro extraida 5 horas post asfixia o cesarea control, proveniente de 4 animales
diferentes (réplicas biolégicas N=4) para cada una de las condiciones: CV, AV y AQ.
La extraccién de proteinas se realizé a partir de aproximadamente 50mg de tejido en
buffer de lisis (7M Urea, 2M Tiourea, 4% CHAPS, 30 mM Tris, 5 mM MgAc pH 8.5,
1mM PMSF, 1% cocktail inhibidor de proteasas de Sigma Aldrich #catdlogo P2714).
Las proteinas extraidas se conservaron a -802C hasta su uso. Antes de comenzar la
técnica de 2D-DIGE las proteinas se pasaron por el kit comercial GE Healthcare 2D
Clean Up para eliminar impurezas. Esta técnica fue realizada con la colaboracién de
Analia Lima de la Unidad de Bioquimica y Protedmica Analitica del Instituto Pasteur

de Montevideo.

Para realizar la cuantificaciéon de proteinas en los extractos proteicos obtenidos se
utilizé tanto la reaccidn de Bradford midiendo la absorbancia a 595 nm, asi como la
cuantificacion por electroforesis utilizando marcadores apropiados. EI pH dptimo
para DIGE minimal dyes es 8,5, por lo que se ajustd el pH de las muestras con NaOH

50 MMy 100 mM.

Para el marcado de las muestras con las sondas fluorescentes CyDye™ DIGE Fluor,
Minimal Labeling Kit GE Healthcare, #28-9345-30, primero se reconstituyeron estas

sondas en dimetilformamida (DMF) a una concentracién final de 1 nmol/ul. Luego se
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procedid al marcaje de las muestras de acuerdo a las instrucciones del fabricante

utilizando 400 picomoles de sonda por cada 50 pg de proteina.

Se debe usar un estandar interno en cada gel, para lo cual se mezclaron 25 pg de
cada una de las 12 muestras para generar 300 ug del estandar interno, el cual fue
marcado con CyDye DIGE Fluor Cy2 minimal dye. Para el marcado de las muestras se
tuvo en cuenta alternar la disposicién de muestras de cada gel y las sondas. En cada
gel se corrieron dos muestras marcadas con sondas diferentes, y un estandar interno

(El) como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Disposicion de muestras y marcado con sondas en cada gel
Cy3 Cy5 Cy2

Gell AV 2 AQ3 El
Cv2 AV 1 El
AQ1 Cv4 El
Cvi AQ2 El
AV 3 Cv3 El
AQ 4 AV 4 El

La corrida de la primera dimensién de la electroforesis bidimensional se realizé en
tiras Immobiline DryStrip de GE Healthcare#17123501 con un rango de pH 3-10 no
lineal y de 18 cm de largo. Se juntaron las muestras a correr en un mismo gel, con

buffer de muestra 2x (Urea 7 M, Tiourea 2 M, CHAPS 2% (w/v)).

Las tiras de gel se hidrataron en forma pasiva en buffer de rehidratacion (Urea 7M,
Tiourea 2M, Chaps 2% p/v) con IPG buffer 3-10 NL (2%) y DTT (20mM final) a
temperatura ambiente en oscuridad en “manifold” overnight. Luego se procedi6 a
realizar la corrida de Isoelectroenfoque en el sistema Ettan IPGphor Il Isoelectric

Focusing System (GE Healthcare), con las siguientes condiciones:

1. Step and Hold 500 1:00 0.5vh

2. Gradient* 1000 1:00 0.8 vh

3. Gradient 8000 3:00 13.5vh

4. Step and Hold 8000 1:30-2:40 12.2-21.2vh

Total 7:30

Posteriormente, se procedid a la equilibracion de las tiras de gel por 15 minutos en
Buffer de equilibracién 1 (Tris pH 8.8 75 mM, Urea 6 M, Glicerol 30% (v/v), SDS 2%
(w/v), DTT 0.5% (w/v)), y luego en Buffer de equilibracién 2 (Tris pH 8.8 75 mM, Urea
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6 M, Glicerol 30% (v/v), SDS 2% (w/v), lodoacetamida 4.5% (w/v)). La corrida
electroforética de la segunda dimensidn se realizé en geles de poliacrilamida al
12.5%, utilizando el sistema Ettan DALT six (GE Healthcare Life Sciences) y vidrios de

baja fluorescencia. Las condiciones de corrida fueron las siguientes:

1. 45 min 2 W/gel a 20°C
2. 4h17 W/gel a20°C

Los geles fueron escaneados en el escaner Typhoon Variable Mode Imager (GE
Healthcare Life Sciences) y las imagenes obtenidas fueron analizadas mediante el
software especifico DeCyder 2D (GE Healthcare). Utilizando este software se
seleccionaron los “spots” que se expresaron diferencialmente en al menos una de las
tres condiciones ensayadas, y cuya variacion en la expresién fue significativa (p<0,05

en prueba t-student).

Se procedid luego a la identificaciéon de las proteinas por mapeo peptidico con
tripsina y medida por MALDI-TOF, incluyendo los MS/MS, la cual fue realizado por
Madeldn Portela en el servicio de la Unidad de Bioquimica y Protedmica Analitica del

Institut Pasteur de Montevideo.

6. Evaluacién de parametros fisiolégicos y comportamentales

6.1. Evaluacién de la ganancia de peso

Los animales experimentales fueron monitoreados hasta el dia postnatal (P) 70, y
fueron pesados en los dias P1, P3, P6, P8, P11, P13, P40 y P60. Se calculé el
porcentaje de peso aumentado con respecto a P1, dado que las diferencias de peso
al nacer entre individuos de distintas camadas varian considerablemente y

generalmente se mantienen durante la vida del individuo.

6.2. Pruebas comportamentales para evaluar el déficit neurolégico

Las pruebas comportamentales realizadas en el transcurso de este proyecto se
realizaron en el Laboratorio de Experimentaciéon Animal (L.E.A.) de Facultad de
Ciencias con la colaboracién de la Msc. Maria José Zuluaga y la Dra. Daniella Agrati. A

continuacién, se describe el cronograma seguido para la realizacién de estas pruebas
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(Tabla 2). Hasta el dia del destete (P21) se trabajé con machos (controles N=11,
asficticos N=9) y hembras (N=8 tanto controles como asficticas), mientras que
posterior al destete se trabajé Unicamente con machos para sortear la variabilidad

gue agrega la ciclicidad ovdrica de las hembras.

Tabla 2. Cronograma de ejecucidn de pruebas comportamentales.
P1 P2 P3 P4 PS5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P13 P14 P40 P60

Enderezamiento
. . X X X
(Righting)
Desplazamiento X
(Ga
X
x
X
materna
Reconocimiento
. X X
objeto
X X

Las crias de rata son altriciales, es decir nacen con un grado escaso de desarrollo.
Durante los primeros diez dias de vida postnatal maduran el sistema vestibular, las
vias descendentes y la regulacion del reflejo postural, entre otros. Este tipo de
reflejos y actividad locomotora pueden ser evaluadas mediante pruebas sencillas de

realizar en ratas neonatas (Fox, 1965).

6.2.1.1. Reflejo de enderezamiento

En esta prueba los individuos se colocaron en posicion supina (boca arriba) y fueron
inmovilizados sosteniéndolos entre el pulgar y el dedo indice. Tan pronto como la cria
dejé de moverse, se retird la mano y se registrd la latencia de la respuesta de
enderezamiento. La prueba se considerd terminada cuando se logré el
enderezamiento (es decir cuando el animal queda en posicidn prona con los cuatro
miembros apoyados correctamente sobre la superficie) o después de 2 minutos. Se

realizaron 3 pruebas espaciadas por 5 min (Morgan, Tulbert, & Ronca, 2012).

6.2.1.2. Gait o desplazamiento
Para la evaluacion de la capacidad de desplazamiento espontdneo por parte de las

crias, cada animal fue colocado en el centro de un circulo de 13 cm de didmetro, y se
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observé si era capaz de moverse fuera del circulo en 30 segundos o menos. En los
casos en que el animal logrd salir del circulo se registré la latencia. En los casos en los

que no lo logré se le adjudicé una latencia de 30 segundos (P. Kiss et al., 2005).

6.2.1.3. Geotaxis negativa

Para esta prueba el animal se colocé en el centro de una rampa inclinada (45°) de 30
cm de largo con la cabeza orientada hacia el suelo. Se registré si el animal fue capaz
de darse vuelta y subir hasta el final de la rampa en 30 segundos. En los casos en que
el animal logré esta tarea, se registré el tiempo en segundos para alcanzar el extremo
superior de la tabla, y cuando no lo logré se le adjudicé una latencia de 30 segundos

(P. Kiss et al., 2005).

6.2.2.1. Prueba de memoria olfativa

La identificacién de la madre es critica para la supervivencia y el desarrollo de los
mamiferos, y las ratas neonatas aprenden rapidamente a identificar el olor de su
madre y orientarse. Para evaluar esta capacidad, se utilizé la prueba de memoria
olfativa (Raineki et al., 2009). A la edad postnatal P11 cada cria se colocé en una caja
donde se distinguen dos areas: una con viruta proveniente del nido materno (olor
familiar) y en la otra viruta limpia (olor neutro). Las crias se colocaron en una seccién
libre de estimulos olfativos de la caja y se las dejé explorar por un periodo de 60
segundos. Se registré el tiempo de permanencia en la viruta limpia, en la viruta
proveniente del nido y en el espacio neutro. Cada sesion consté de cinco pruebas
espaciadas por 30 segundos. Los estimulos olfativos se cambiaron de lugar entre las
pruebas. Se calculd el indice de preferencia como el tiempo que explora la viruta
proveniente de nido sobre la suma de tiempos que explora la viruta de nido y la
viruta limpia, por lo que un indice mayor a 0,5 indica preferencia por la viruta de
nido. Otro criterio utilizado fue el cdlculo de individuos que mostraron preferencia.
Para ello, para categorizar a los animales en las categorias “prefiere” o “no prefiere”
se considerd que el animal mostrd preferencia si pasé al menos un 25% de tiempo

adicional en la viruta de nido respecto de la viruta limpia.
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6.2.2.2. Reconocimiento de objeto novedoso

Esta prueba es utilizada para evaluar procesos de aprendizaje y memoria. La misma
consistido de una sesién de habituacién en la caja de prueba de 5 minutos. Al dia
siguiente, durante la sesién de entrenamiento, se colocaron dos objetos idénticos en
el campo abierto y se registré el tiempo que el animal exploré los mismos durante 2
minutos. Durante las sesiones de evaluaciéon de retencion de memoria de corta
duracidn (realizada 90 minutos después del entrenamiento) y de memoria de larga
duracidn (24 horas después), se colocd a cada animal en la misma caja donde uno de
los objetos familiares fue sustituido por uno nuevo y se registré la exploracion de los
mismos durante un periodo de 5 minutos. El indice de reconocimiento se calculd
como el tiempo de exploracién del objeto nuevo sobre el tiempo total de exploracidn
de ambos objetos y fue utilizado como una medida de memoria de reconocimiento
(De Lima et al., 2005). Durante el entrenamiento es esperable obtener indices de
reconocimiento de 0,5 porque el animal va a tender a explorar a ambos objetos por
tiempos iguales. Al introducir un objeto nuevo en las pruebas de corta y/o larga
duracion, es de esperar que los animales recuerden el objeto conocido, y por tanto
dediguen mayor tiempo a explorar el objeto novedoso. En este ultimo caso el indice

de reconocimiento sera mayor a 0,5.

6.2.3.1. Prueba de potenciacién maternal

Esta prueba evalla la respuesta de distrés ante la separacidn de las crias. En el dia del
experimento, la madre se retiré de la jaula y la camada se dejé en su nido sin
perturbar durante 20 minutos. Se aislé a una cria durante 3 minutos en una caja de
polipropileno y se registré el nimero de ultravocalizaciones (USV) que emitieron las
crias, asi como el nimero de cruces, posturas erguidas, acicalamiento y pivot
(movimientos locomotores circulares). Luego, la cria fue introducida en la caja de la
madre, y se registraron los cuidados maternales (acarreos, lamidos, olfateos, y
tiempo de contacto) por un periodo de 5 minutos. Al finalizar este periodo de
interaccion madre-cria se volvid a aislar a la cria durante 3 minutos y se registraron
los mismos parametros que en el primer aislamiento. Es de esperar que la interaccién
con la madre potencie la respuesta de la cria al aislamiento, aumentando el nimero

de ultravocalizaciones en el segundo aislamiento (Groenink et al., 2008).
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6.2.3.2. Campo abierto

Esta prueba se emplea para evaluar ansiedad experimental y consistié en colocar al
animal en una caja de campo abierto (100 x 100 cm, piso dividido en 12 cuadrantes
iguales) y registré durante 10 minutos la latencia de entrada al area central del
campo abierto, asi como el nimero de cruces y el tiempo de permanencia en la
periferia y en el centro. A su vez, se registré el nimero de posturas erguidas,
acicalamientos y fecas. Tanto el nimero de entradas como el tiempo de permanencia

en la parte central se consideran indices de ansiedad experimental (Hall, 1932).

6.3. Evaluacién del peso de los hipocampos

A los 70 dias de vida los animales macho fueron sacrificados, se disecd
cuidadosamente el hipocampo y se pesé una de las partes en balanza analitica de
precision.

7. Analisis Estadistico

Para evaluar el efecto de la condicidn (cesarea o asfixia, grupos independientes) y del
tratamiento (vehiculo o quercetina, grupos dependientes) sobre las variables
moleculares vy fisioldgicas se utilizaron test paramétricos (Field, 2013). Para el andlisis
estadistico de los datos de peso corporal y de hipocampo, se utilizé el un andlisis de
varianzas (ANOVA) de una via de medidas repetidas. Para el peso de hipocampo se
utilizé el test post-hoc de Bonferroni. En el caso de la determinacion de ROS los
grupos a comparar fueron independientes y se realiz6 un ANOVA de una via, asi
como para la biosdisponibilidad por via intraperitoneal. En el caso de la
biodisponibilidad el test post-hoc utilizado fue el test Tukey HSD. En el caso de la
técnica de DIGE, los datos fueron analizados mediante test t de Student debido a que
nos interesaba la comparacion de a pares, y con el objetivo de simplificar la discusién

posterior (Field, 2013).

Debido a que las variables comportamentales no presentaron en su mayoria
distribucidén normal (prueba de Kolmogorov-Smirnov) y homocedasticidad (prueba
Levene), fueron analizadas mediante pruebas no paramétricas (Siegel, 1956). Se
utilizé la prueba U de Mann-Whitney para analizar el efecto de la condicidn cesarea o

asfixia (grupos independientes, CV vs AV y CQ vs AQ), y la prueba pareada de
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Wilcoxon para la comparacion de los grupos vehiculo y quercetina (grupos
dependientes, CV vs CQ y AV vs AQ). A su vez, se utilizd la prueba pareada de
Wilcoxon para comparar entre el entrenamiento y la prueba para cada grupo en la
prueba de reconocimiento de objeto, y entre el ler y 2do aislamiento para cada

grupo en prueba de potenciacion maternal.
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Resultados

1. Biodisponibilidad de |la quercetina administrada por distintas vias

Los datos obtenidos del ensayo de biodisponibilidad demostraron que la quercetina
vehiculizada en el trasportador lipidico nanosomal utilizado en este proyecto alcanza
el tejido cerebral cuando es administrado tanto por via intraperitoneal como por via
intranasal. Por via intraperitoneal se analizd a tiempo 0, 15, y 30 minutos y los
resultados se muestran en la Figura 6. La quercetina fue detectada a los 15 y a los 30
minutos (ANOVA de 1 via: F(3,10)=8,98 p<0,05, Post hoc: Tukey p<0,05 entre tiempo 0
y 15, y entre tiempos 15 y 30). No se detectd quercetina a tiempo 0, ni en animales

control sin administracion de quercetina.

Por via intranasal la quercetina es detectable a tiempos 15, 30 y 60 minutos luego de
su administracion (Figura 6). No se realizé el andlisis estadistico en este caso debido a

que en tiempos 15y 60 se utilizé N =2.
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Figura 6. Determinacidn por HPLC con detector electroquimico de la biodisponibilidad
cerebral por via intraperitoneal evaluada a tiempo 0, 15, y 30 minutos e intranasal
evaluada a tiempo 0, 15, 30 y 60. Los datos se presentan con la media y el error estandar
de la concentracion de quercetina en ng/g de tejido.

2. Sobrevida tras el protocolo de asfixia perinatal y la administracién de
quercetina

Para poder modelar el estado del neonato que, en el momento del periparto,

atraviesa una situacidon de privacion de oxigeno, se ensayd un protocolo de asfixia
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perinatal. En suma, para este tiempo de inmersidn, se realizaron 18 protocolos de

asfixia perinatal y 12 cesareas control.

Al tiempo 0 observamos que luego de la asfixia de 15 minutos seguida de intento de
reanimacion, el 58 +* 7% (media + error estandar) de los animales sobrevivio,
mientras que el 100% de los animales control sobrevivi6 a la cesdrea (prueba
estadistica U de Mann-Whitney, U215 = 12,0, p<0,05), indicando que el protocolo
ensayado constituyd una injuria aguda severa. En 12 de los 18 ensayos de asfixia, se
sexaron las crias que no sobrevivieron, y se observé que la mortalidad tras la asfixia
fue similar en machos (36 + 8%) y en hembras (39 + 9%) (Prueba pareada de

Wilcoxon T(g) = 18, p= NS).

A los animales que sobrevivieron al evento asfictico inicial (58 %) y a la cesarea en el
caso de los grupos control (100%), se les administré por via intraperitoneal el
preparado nanosomal vacio (V) o con quercetina (Q). Las crias que inicialmente se
logran reanimar no estan fuera de peligro, sino que en las horas que siguen a la
asfixia las crias que fueron reanimadas pueden morir. Por lo que, a las 24 horas luego
de la administracion del preparado se evalud la sobrevida de los animales inyectados
con preparado vacio o con quercetina. Encontramos que para los grupos control la
sobrevida fue cercana al 100% (ya que para el grupo control CQ no hubo animales
gue no sobrevivieron a la cesérea y para el grupo CV solo 2/49 no sobrevivieron). En
los grupos asficticos, en cambio, la sobrevida disminuyd: en el grupo de los animales
sometidos a asfixia e inyectados con vehiculo (AV) 15/48 de los individuos no alcanzé
las 24 hs de sobrevida, mientras que en el grupo inyectado con quercetina (AQ)

fueron 8/50 los que no sobrevivieron 24 hs.

3. Evaluacion del dafio y/o de la proteccién a nivel molecular

3.1. Determinacién de especies reactivas del oxigeno

Para evaluar si la asfixia y/o el tratamiento con quercetina afectan el estado redox
del tejido cerebral estimamos la generacion de especies reactivas del oxigeno
midiendo la emision de fluorescencia mediante el uso de la sonda DCFDA.
Observamos que los grupos asficticos tienden a tener una mayor intensidad de
fluorescencia con respecto a los controles, indicando por tanto una tendencia a

mayor nivel de ROS (C vs A: ANOVA de medidas repetidas F(16 =3,3 p=0.1; Figura 7).
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No se encontraron evidencias de que la quercetina pudiera restituir valores similares

a los controles (Figura 7).
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IF (UA)

50000 1

Control Asfixia

Figura 7. Determinacidn de especies reactivas del oxigeno. Los datos se presentan como
media + ES de la intensidad de fluorescencia (IF) expresada en unidades arbitrarias de
fluorescencia (UA). En el analisis estadistico el ANOVA de medidas repetidas p=0.1 en
comparacion C vs A. CV: control vehiculo, CQ: control quercetina, AV: asfixia vehiculo, AQ:
asfixia quercetina.

3.2. Estimacién de nivel de peroxidacion lipidica

Las especies reactivas del oxigeno tienen vidas medias muy cortas, lo que puede
dificultar medirlas directamente. En vez de ello, se pueden medir productos del dafio
producido por el estrés oxidativo. Un ejemplo es la medida indirecta de la
peroxidacion lipidica a través de la determinacidn de las especies reactivas con acido
tiobarbiturico. Se realizé6 un ensayo preliminar para evaluar este pardmetro. Los
resultados obtenidos se muestran en la Figura 8. Se encontré que en los animales
sometidos a asfixia e inyectados con vehiculo hay una tendencia a un mayor nivel de
equivalentes de MDA, y por tanto mayor nivel de peroxidacion lipidica, mientras que
en los animales tratados con quercetina luego de la asfixia el valor de equivalentes de
MDA es comparable al del control o incluso menor, si bien estos datos no fueron

estadisticamente significativos (ANOVA F(3,7 =0,58 p=NS).
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Figura 8. Determinacion de especies reactivas de acido tiobarbiturico. Se presenta la
distribucion de los valores obtenidos en funcién de equivalentes de MDA (pmol/ug de
proteina) como media y desvio estandar. CV: control vehiculo, AV: asfixia vehiculo, AQ:

asfixia quercetina.

3.3. Determinacion de los niveles de H2AXp

Para evaluar si los niveles de la forma fosforilada de la histona H2AX (H2AXp) se ven
alterados tras la asfixia, o tras el tratamiento con quercetina, utilizamos la técnica de
Western Blot. No se observaron diferencias en los niveles de expresidn de la forma

fosforilada de dicha histona (AV vs AQ: Test t de Student t() = 0,93 p=NS; Figura 9).

-
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- = Av
=— B AQ
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o
o
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0.0

Control Asfixia

Figura 9. Determinacion de niveles de H2AX fosforilada (H2AXp) mediante Western Blot. Se
utilizé B-actina como control de carga. A la izquierda se muestran los resultados obtenidos en el
Western Blot, y a la derecha la representacion grafica de la expresidn, relativa al control (CV), y
normalizada por B-actina expresada como media y error estandar. CV: control vehiculo, AV:
asfixia vehiculo, AQ: asfixia quercetina.
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3.4. Determinacion de niveles de caspasa-3 activada como indicador de muerte
celular por apoptosis

Para evaluar el nivel de muerte celular por apoptosis se realizd una
inmunofluorescencia indirecta para la deteccidn de caspasa 3 clivada. Se encontré un
leve aumento del porcentaje de células con marcacién para caspasa 3 clivada en el
grupo sometido a asfixia e inyectado con vehiculo, y una disminuciéon con el
tratamiento con quercetina de los animales asficticos, en todas las areas estudiadas
(Figura 10). Sin embargo, las diferencias no fueron significativas (ANOVA de una via:
Talamo F(3,10) =0,94 p=NS; Amigdala F(,11) =0,47 p=NS; Hipocampo F(;,12) =0,48 p=NS;
Piriforme F(11)=0,46 p=NS).
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Figura 10. Determinacion de niveles de caspasa 3 clivada en tdlamo, amigdala, hipocampo
y corteza piriforme. A) Se presenta la media y error estandar del porcentaje de células con
sefial caspasa 3 clivada respecto del total de células en las areas seleccionadas para el

conteo. B) Ejemplos de las imagenes obtenidas para un animal control, area tdlamo. CV:
control vehiculo, AV: asfixia vehiculo, AQ: asfixia quercetina.
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3.5. Estudio del perfil protedmico

Para poder evaluar el efecto de la asfixia y del tratamiento con quercetina sobre la
expresion génica utilizamos un abordaje protedmico, mediante electroforesis
diferencial en gel y posterior andlisis de los spots seleccionados por espectrometria
de masas (MALDI-TOF-TOF-MS) para su identificacion (Figura 11). Utilizando el
software Decyder2D se seleccionaron 91 spots que se expresan diferencialmente
(p<0,05 en prueba t de Student). De estos se seleccionaron manualmente aquellos

spots con mayor variacidn en su expresion, obteniendo asi una seleccién de 42 spots

que fueron enviados para su analisis por espectrometria de masas.

—_—

- —

Figura 11. Imagen de master gel 2D DIGE escaneado a diferentes longitudes de onda para
cada fluoréforo Cy3, Cy5 y Cy2. En la imagen inferior derecha en naranja se sefialan se
sefialan los spots identificados utilizados para analisis.
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Se lograron identificar 26 proteinas diferentes, aunque algunas de ellas se
encontraron en mads de un spot (Tabla 3). En el caso de los spots 826, 1191, 1424 se
detectaron dos proteinas diferentes en cada spot, por lo que no se tuvieron en
cuenta para los analisis posteriores, ya que no podemos discriminar cual de las dos
proteinas esta expresada diferencialmente. Dichas proteinas son: T-complex protein
1 subunit epsilon, tubulin beta-3 chain, nucleophosmin, serine/threonine-protein
phosphatase 2A catalytic subunit alpha isoform y G protein beta 1 subunit. Las
restantes proteinas identificadas, utilizadas para los andlisis posteriores, se

enumeran en la Tabla 3 y se muestran en la Figura 11.

Tabla 3. Proteinas identificadas por MALDI-TOF-TOF-MS.

eRatio
Proteina N° Acceso [GAVAVES
AV
349 heat shock 70 kDa protein 4 Hspa4 NP_705893 -1,09 -1,12 * -1,02
354 heat shock 70 kDa protein 4 Hspad NP_705893 -1,14* (pi)l(l)G) -1,03
410 elongation factor 2 Eef2 NP_058941 -1,39* -1,14 1,22
538 serotransferrin Tf NP_ 001013128 1,29* 1,23 -1,06
543 serotransferrin Tf NP_001013128 -1,18 1,09 1,28
gas  dihvdropyrimidinase-related ), XP_006252159 1,15 1,06 1,22+
protein 2
Hspa8 -
heat shock cognate 71 kDa ENSRNOG %
649 S 00000032 NP_077327 1,18 1,09 1,08
585
. 1,47
682 Serum albumin Alb P02770 -1,02 1,44%
(p=0,06)
718 transketolase, isoform CRA_c Tkt EDL88993 -1,33* -1,13 1,17
719 transketolase, isoform CRA ¢ Tkt EDL88993 -1,31* -1,27* 1,03

serine/threonine-protein
phosphatase 2A 65 kDa

- - * - *
746 regulatory subunit A alpha Ppp2rla XP_007648156 1,02 1,21 1,19
isoform
heterogeneous nuclear 1,16 "
802 ribonucleoprotein K Hnrnpk XP_016835931 -1,09 (p=0,06) 1,26
gag  dihvdropyrimidinase-related NP_001004078  1,31* 1,31 1
protein 3 -
864 pyruvate kinase PKM Pkm NP_037066 1,13* 1,06 -1,07
protein phosphatase 3, 113
892 catalytic subunit, alpha Ppp3ca XP_006243252 -1,03 1,09* !
. . (p=0,06)
isoform, isoform CRA_a
928 V-type proton ATPase Atp6v1b2 NP_476561.1 1,22 -1,15 1,06
subunit B, brain isoform -
. -1,21
983 Tubulin, alpha 1A Tubalb AAH62238.1 -1,3* -1,58*
(p=0,09)
1038 alpha-enolase isoform X1 Enol XP_006239506.1 -1,12%* -1,03 1,09
1141 POTE ankyrin domain family XP_002728578.2 123+ 1,37 111

member F isoform X1 (p=0,1)
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POTE ankyrin domain family

1686 ) XP_002728578.2 2,46* 3,04* 1,24
member F isoform X1
1175 tubulin beta-2B chain Tubb2b NP_001013908.2 (pZ_,gQI) 4,18* 1,5
POTE ankyrin domain family 1,28 "
1186 member F isoform X2 XP_002725368.2 -1,08 (p=0,1) 1,38
1296 uanine nucleotide-binding o ) AAA41262.1 1,08 -1,19% 1,11
protein G(o) subunit alpha
Malate dehydrogenase 1, -1,12 *
1390 NAD (soluble) Mdh1 AAH59124.1 (=0,1) 1,03 1,15

® Ratio es el promedio del grado de diferencia de la abundancia estandarizada para el spot proteico entre dos
grupos experimentales. Es una expresién de la relacién de volumenes estandarizados de un spot entre 2
grupos. Las disminuciones en la expresidon se expresan con valores en el rango -o= to —1, y los aumentos de
expresion con valores en el rango +1 to +e. Un aumento al doble se indica con el nimero 2, y una
disminucion a la mitad se indica cdmo — 2 (no 0.5). Por ejemplo, si en la comparacion CV vs AV el ratio es -2,
esto implica que en el grupo AV la expresion esta disminuida a la mitad, con respecto al control CV.

* corresponde a p < 0,05 en prueba t de student en la comparacion entre las 2 condiciones que se indican en
el nombre de la columna.

De estos datos se deprende que la asfixia alteré significativamente la expresién de 11
proteinas: Hspa4, Eef2, Tf, Hspa8, Tkt, Dpysl3, Pkm, Atp6vlb2, Tubalb, Enol, y POTE
ankyrin domain family member F isoform X1, y con valores p cercanos a la
significancia estadistica: Mdh1, y Tubb2b. Por otro lado, en la comparacion AV vs AQ
la quercetina alterd significativamente la expresion de 5 proteinas: Dpysl2, Ppp2ria,
Hnrnpk, POTE ankyrin domain family member F isoform X2, Mdh1, y con valores p
cercanos a la significancia estadistica a Ppp3ca, Alb y Tubalb. Ademads, en la
comparacién CV vs AQ encontramos alterada la expresion de otras 3 proteinas: POTE

ankyrin domain family member F isoform X1, Tubb2b y Gnaol.

Al hacer el analisis de enriquecimiento del consorcio STRING (Szklarczyk et al., 2017)
encontramos, que en el caso de las proteinas identificadas, que son reguladas por la
asfixia, los procesos biolégicos del gene Ontology Consortium (Ashburner et al., 2000;
The Gene Ontology Consortium, 2017) enriquecidos significativamente son en su
gran mayoria procesos metabdlicos, como el metabolismo de nucleétidos, de
compuestos organicos nitrogenados, de ribosa fosfato, de ATP, asi como la
generacion de metabolitos precursores, y generacion de energia, la glicolisis,
polimerizacidn proteica y desarrollo (Figura 12). En el caso de las proteinas reguladas
por el tratamiento con quercetina el Unico proceso bioldgico enriquecido fue el de

respuesta a sustancia organica.
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nicotinamide nucleotide metabolic process
nucleotide metabolic process

organonitrogen compound metabolic process
ribose phosphate metabolic process

ATP metabolic process

generation of precursor metabolites and energy
system development

cellular nitrogen compound metabolic process
glycolytic process

multicellular organismal development

protein polymerization

OOEREOCBODOO

Figura 12. Procesos bioldgicos de Gene Ontology Consortium en los que participan las
proteinas identificadas reguladas por la asfixia, segun el andlisis del Consorcio STRING. Los
numeros corresponden al niumero de proteinas identificadas que participan en cada
proceso.

Ademds del andlisis de los procesos bioldgicos, mediante el andlisis de
enriquecimiento del consorcio STRING (Szklarczyk et al., 2017) encontramos que las
vias KEGG (Kanehisa, Furumichi, Tanabe, Sato, & Morishima, 2017) significativamente
mas representadas en el grupo de proteinas cuya expresion se ve alterada por la
asfixia son: Carbon metabolism (p=0,00581, ID via: 01200), Microbial metabolism in
diverse environments (p=0,00752, ID via: 01120), Phagosome (p=0,00752,ID via:
04145), Pyruvate metabolism (p=0,0144, ID via 00620), Biosynthesis of amino acids
(p=0,0367, ID via: 01230), Gap junction (p=0,0367, ID via: 04540). Mientras que en el
grupo de proteinas cuya expresidn se vio alterada por el tratamiento con quercetina
las vias KEGG enriquecidas son: Dopaminergic synapse (p=0,00334, ID via: 04728),
Long-term depression (p=0,0296, ID via: 04730), Gap junction (p=0,0366 04540),
Glutamatergic synapse (p=0,0366, ID via: 04724), y Axon guidance (p=0,0413, ID via
04360).

En el caso de las proteinas cuya expresion se vio alterada por la asfixia, la red de
interacciones generadas por esta plataforma presentd un nimero de interacciones
significativamente mayor a las esperadas debidas al azar, y se muestra en la Figura
13A, donde se resalta en colores aquellas proteinas que participan en las distintas
vias KEGG mencionadas. Mientras que, en el caso de las proteinas cuya expresidon
cambid con el tratamiento con quercetina, el nimero de interacciones presente en la
red de interacciones del consorcio STRING (Figura 13B) no fue significativo. Las
proteinas ankyrin domain family member F isoform X1 y ankyrin domain family

member F isoform X2 no fueron encontrados en la base de datos del STRING.
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Figura 13. Red de interacciones segun el Consorcio STRING entre las proteinas
identificadas por espectrometria de masas y diferencialmente expresadas seleccionadas
por 2D-DIGE. La red se construye en base a interacciones confirmadas (obtenidas de bases
de datos curadas, o evidencia experimental), a interacciones esperadas (en base a
contexto gendmico, fusidn génica, co-ocurrencia de genes) y en base a informacion
adicional como textmining, co-expresion y homologia proteica). Los nodos representan las
proteinas, y los ejes o lineas colectores representan las interacciones basadas en toda la
informacion obtenida de la base de datos. Los colores de las lineas y la forma del conector
representan el tipo de accion de una proteina sobre la otra, en los casos en que haya una
accion directa entre ambas. A) Red de interacciones entre proteinas cuya expresion se vio
afectada por la asfixia. En los nodos se colored aquellas proteinas que participan en las
vias KEGG significativamente enriquecidas: Carbon metabolism (&), Microbial metabolism
in diverse environments (), Phagosome (&),Pyruvate metabolism (L), Biosynthesis of
amino acids (#), y gap junction (8). B) Red de interacciones entre proteinas cuya
expresidon se vio alterada tras el tratamiento con quercetina. En los nodos se colored
aquellas proteinas que participan en las vias KEGG significativamente enriquecidas:
Dopaminergic synapse (#), Long-term depression (8), Gap junction (*7), Glutamatergic
synapse (), y Axon guidance (fi‘).
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4. Evaluacidn de evidencias de dafio y/o de proteccidon en parametros
fisioldgicos y comportamentales

4.1. Ganancia de peso

Para evaluar si tanto el dafio asfictico como el tratamiento con quercetina afectan el
crecimiento de los individuos y su capacidad de aumentar de peso, se los peso
regularmente y se calculd la ganancia de peso de los individuos. En el caso de los
machos, los animales que sufrieron asfixia presentaron menor ganancia de peso
durante la infancia que los grupos control (ANOVA de medidas repetidas p<0,05 para
todas las edades en la infancia entre las condiciones C y A; Figura 14). Sin embargo,
esta diferencia observada no parece extenderse hacia la etapa adolescente y adulta,
etapa en la cual los pesos se equipararon (Por ejemplo, en P40 la ganancia de peso,
expresada como porcentaje con respecto al peso en P1 fue: CV: 3.236 + 110%, CQ:
3.093+ 85 %, AV: 3.112 + 86 %, AQ: 3.198 + 98 %; ANOVA de medidas repetidas F(1,1¢)
=0,097, p=NS).

Machos
5009 _
S cv 1 CcQ 7 AV 7+ AQ *
-
.
4004 L
* .
5 -
- -
® 300+ X
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[}
© *
©
S
52001
c
& *
100
*
g : . : . :
P3 P6 P8 P11 P13

Edad postnatal

Figura 14. Ganancia de peso en machos durante la infancia expresada como porcentaje en
funcidon del peso en P1. Los resultados se presentan como media + error estandar.
*corresponde a p< 0,05 en ANOVA de medidas repetidas entre condiciones C y A. CV:
control vehiculo, CQ: control quercetina, AV: asfixia vehiculo, AQ: asfixia quercetina.

En las hembras, igualmente se observd que ambos grupos asficticos tenian
significativamente menor ganancia de peso respecto de los grupos control, a partir

del dia postnatal 6 y se mantenia disminuido hasta el dia postnatal 13 (ultimo dia
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evaluado en la infancia) (ANOVA de medidas repetidas p<0,05 en P6, P8, P11 y P13
entre las condiciones C y A). No se encontraron diferencias debidas a Ia
administracién de quercetina, a excepcion de P3 donde se observan que los grupos
(tanto control como asfixia) que recibieron quercetina tienen menor peso que los
que recibieron vehiculo (ANOVA de medidas repetidas F(1,17) =5,2 p<0,05 entre os

tratamientos V y Q; Figura 15).
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Figura 15. Ganancia de peso en hembras durante la infancia expresada como porcentaje
en funcion del peso en P1. Los resultados se presentan como media + error estandar.
*corresponde a p< 0,05 en ANOVA de medidas repetidas entre condiciones C y A, y
ecorresponde a p< 0,05 en ANOVA de medidas repetidas entre inyecciones V y Q. CV:
control vehiculo, CQ: control quercetina, AV: asfixia vehiculo, AQ: asfixia quercetina.

Para evaluar si las habilidades motoras de los individuos se ven alteradas tras la

asfixia o el tratamiento con quercetina se realizaron las pruebas de evaluacién del

reflejo de enderezamiento, gait o desplazamiento y geotaxis negativa.

En la evaluacién del reflejo de enderezamiento (pasar de posicidon supina a prona),
encontramos que, en el caso de los machos P3, las crias control (tanto CV como CQ)
ya son capaces de enderezarse en menos de 5 segundos, mientras que al grupo AV le
lleva casi 20 segundos, con una gran variabilidad asociada (CV vs AV: Upi,12) =15,0,
p<0,05 en prueba U de Mann-Whitney; Figura 16). En cambio, el tiempo necesario
para enderezarse de los individuos del grupo AQ no difirié del control (CQ vs AQ
U11,12=40,0, p=NS en prueba U de Mann-Whitney; Figura 16), pero si del grupo AV
(AV vs AQ: T(12=6,0, p<0,05 en prueba pareada de Wilcoxon; Figura 16). Ese aumento
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en el tiempo de respuesta de los animales sometidos a asfixia sin administracién de
guercetina no se observa en el caso de las hembras, donde todos los grupos
presentan un tiempo de respuesta similar a partir del dia postnatal 3 (Figura 16). En
los dias P6 y P8, ya todos los animales son capaces de presentar la respuesta en

tiempos similares.
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Figura 16. Respuesta al reflejo de enderezamiento durante la infancia medida como el
tiempo que le lleva al animal pasar de posicidn supina a prona. El grafico de la izquierda
corresponde a los machos y el de la derecha a hembras. Se grafica la mediana y la
desviacion absoluta media. *corresponde a p<0,05 prueba U de Mann-Whitney entre
grupo AV y CV. e corresponde a p<0,05 prueba pareada de Wilcoxon entre grupo AV y AQ.
CV: control vehiculo, CQ: control quercetina, AV: asfixia vehiculo, AQ: asfixia quercetina.

En la prueba motora de desplazamiento o gait, en los grupos control, entre el 80% y
el 100% de los animales logra completar la prueba, mientras que en los animales
sometidos a asfixia alrededor del 55% de los machos y entre 33-38% de las hembras

logra trasladarse del circulo en menos de 30 segundos, un porcentaje mucho menor
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al de los controles. En el caso de las hembras esta diferencia fue significativa (CV vs

AV: p<0,05 y CQ vs AQ: p=0,07 en prueba exacta de Fisher; Tabla 4).

Tabla 4. Porcentaje de animales que completan la prueba de desplazamiento en el tiempo

estipulado.

80 % (8/10) 100 % (10/10)
5% (6/11) 38.% (/8]

100 % (10/10) 80 % (8/10)
“ 55 % (6/11)e 33 % (3/9)*

*Corresponde a p< 0,05 en prueba exacta de Fisher en hembras en comparaciones entre CV y
AV, y p=0,07 entre CQy AQ.

eCorresponde a p< 0,05 en prueba exacta de Fisher en machos en comparaciones entre CV y
AV, y entre CQy AQ

Para los machos, se encontré que a ambos grupos sometidos a asfixia les lleva mayor
tiempo moverse afuera del circulo que a los grupos control, pero estas diferencias no
alcanzaron la significancia estadistica. En las hembras se observé el mismo efecto,
pero mas marcado (CV vs AV: U105=11,0 p<0,05 y CQ vs AQ: U(10,9)= 25,0 p=0,1 en

prueba U de Mann-Whitney; Figura 17).
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Figura 17. Prueba de desplazamiento “gait”. Se grafica el tiempo que les lleva a los
individuos de cada grupo y de cada sexo completar la prueba de desplazamiento. Los
datos se presentan como mediana y rango semi-intercuartil. *corresponde p<0,05 prueba
U de Mann-Whitney. CV: control vehiculo, CQ: control quercetina, AV: asfixia vehiculo,
AQ: asfixia quercetina.
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En la prueba de geotaxis negativa, en el caso de los machos, el porcentaje de machos
asficticos que logré completar la prueba, logrando girar 180 2 y subir la rampa en el
tiempo de prueba fue de tan solo un 60% (CQ vs AQ: p<0,05, CV vs AV p=NS en
prueba exacta de Fisher; Tabla 5), mientras que entre el 90% y el 100% de los
animales control completaron exitosamente la prueba. En su amplia mayoria, las
hembras de cada grupo completaron la prueba (88% en los grupos asficticos, y entre

90y 100% en los grupos control, p=NS en prueba exacta de Fisher).

Tabla 5. Porcentaje de animales que completa la prueba de geotaxis negativa.

50 (5/10 50 (5/10
60 6/10 58 (7/9
100 (10/10) 100 (10/10)
Ao TR 58 (7/9

*Corresponde a p<0,05prueba exacta de Fisher en comparacién CQ vs AQ en machos.

En la prueba de geotaxis negativa no se encontraron diferencias en cuanto al tiempo
que les lleva realizar la prueba, independientemente del grupo experimental al que

pertenecen tanto en machos como en hembras (Figura 18).
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Figura 18. Prueba de geotaxis negativa. Se representa graficamente el tiempo (segundos)
que les lleva a los individuos de los diferentes grupos experimentales completar la prueba.
Los datos se presentan como mediana y rango semi-intercuartil. CV: control vehiculo, CQ:
control quercetina, AV: asfixia vehiculo, AQ: asfixia quercetina.
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Para evaluar si en las condiciones experimentales se afecta la memoria, se realizaron
dos pruebas de evaluacién de la memoria y aprendizaje. Una de ellas es la prueba de
memoria olfativa realizada en la infancia, que evalla si las crias son capaces de

recordar y reconocer el olor materno que emana de la viruta proveniente de nido.

En la prueba de memoria olfativa, el valor central del indice de preferencia fue mayor
a 0,5 en todos los grupos experimentales, y no se encontraron diferencias
significativas en el valor de este indice entre los diferentes grupos en ninguno de los
sexos (CV vs AV y CQ vs AQ: Prueba U de Mann Whitney p=NS, CV vs CQ y AV vs AQ:

Prueba pareada de Wilcoxon p=NS; Figura 19).
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Figura 19. indice de preferencia en prueba de memoria olfativa. Los datos se presentan
como mediana y rango semi-intercuartil. Un indice mayor a 0,5 es definido como criterio
de que el individuo, o el grupo experimental, mostrd preferencia por el olor materno. CV:
control vehiculo, CQ: control quercetina, AV: asfixia vehiculo, AQ: asfixia quercetina.

A pesar de ello, en hembras sometidas a asfixia con tratamiento con vehiculo vacio
(AV), se encontré una tendencia de una menor proporcion de hembras que
mostraron preferencia de acuerdo al criterio antes mencionado, en comparacién con

el grupo control (CV vs AV: Prueba exacta de Fisher p=0,08;Tabla 6).
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Tabla 6. Proporcidn de animales que muestran preferencia por el olor materno

89% (8/9) 100% (9/9)
83% (10/12) 63% (5/8) ®

89% (8/9) 100% (9/9)
“ 100 % (12/12) 89% (8/9)

®p=0.08 en prueba exacta de Fisher en la comparacion en hembras entre CV vs AV.

La segunda prueba de memoria es la prueba de reconocimiento de objeto que se
realiza en la adolescencia y adultez, y evalla la capacidad de recordar y reconocer un
determinado objeto. En esta prueba, se encontré que en ambas etapas de la vida los
animales de los diferentes grupos experimentales fueron capaces de reconocer el
objeto novedoso tanto a corto plazo (90 minutos después del entrenamiento) como a
largo plazo (24 horas después del entrenamiento). A modo de ejemplo, en la Figura
20 se muestran los resultados para la prueba de memoria a largo plazo para ambas
edades, en base a los indices de reconocimiento de objeto obtenidos para el
entrenamiento y la prueba a largo plazo (LTM). Un valor p<0,05 en la prueba pareada
de Wilcoxon entre entrenamiento y prueba de memoria a largo plazo (LTM) en cada
grupo implica que el animal recordd el objeto 24 horas después del entrenamiento,
porque el indice es significativamente mayor para la prueba que para el

entrenamiento.

En P40 todos los grupos experimentales recordaron el objeto novedoso (Prueba
pareada de Wilcoxon p<0,05 para los grupos CV, CQ y AV) o tendieron hacerlo como
en el caso del grupo AQ (p=0,07 para AQ). A pesar de ello, se evidencié que los
grupos asficticos tienen una tendencia a tener indices de reconocimiento menores
que los de sus respectivos controles (CV vs HV: Prueba U de Mann Whitney U(9,10)
=23,0 p=0,08; CQ vs AQ: U(9,10) =21,0 p=0,05). En P60 todos los grupos aprenden a
reconocer los objetos, y ya no se observan diferencias en los indices de

reconocimiento de los distintos grupos.
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Figura 20. indice de reconocimiento de objeto en prueba de memoria a largo plazo.
Arriba se muestran los resultados obtenidos en la adolescencia, y abajo los resultados
obtenidos en la adultez temprana. Los datos se presentan como mediana y rango semi-
intercuartil. *= p <0,05 en prueba pareada de Wilcoxon. CV: control vehiculo, CQ: control
quercetina, AV: asfixia vehiculo, AQ: asfixia quercetina. LTM: prueba de memoria a largo
plazo.

Se evalud si la asfixia o el tratamiento con quercetina afectan el estado de ansiedad
de los animales mediante dos pruebas de ansiedad experimental: la prueba de

potenciacion maternay la prueba de campo abierto.
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En la prueba de potenciacién materna, se encontrd que ni la asfixia ni el tratamiento
con quercetina modifican la respuesta potenciada de la cria luego de la interaccion
con la madre. Como puede observarse en la Figura 21, tanto en hembras como en
machos, todos los grupos experimentales presentaron potenciacion, es decir que el
numero de ultravocalizaciones (USV) fue significativamente mayor en el segundo
aislamiento respecto del primer aislamiento (Para todas las comparaciones p<0.05

prueba de Wilcoxon para muestras pareadas).
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Figura 21. Resultados de la prueba de potenciacion maternal en P13. Se presenta el
numero de ultravocalizaciones realizadas en ambos aislamientos, y se comparan entre si
para cada grupo. Los datos se presentan como mediana y rango semi-intercuartil. Arriba:
Machos, Abajo: Hembras. * corresponde a p < 0.05 en prueba de Wilcoxon para muestras
pareadas en la comparacion entre aislamiento 1 y aislamiento 2 para cada grupo. CV:
control vehiculo, CQ: control quercetina, AV: asfixia vehiculo, AQ: asfixia quercetina.
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En cuanto al numero de vocalizaciones durante el periodo de interaccidn con la
madre, se encontraron diferencias en las hembras, donde los animales AV
vocalizaron significativamente menos que el grupo AQ (Prueba pareada de Wilcoxon
Tis) =4,0 p<0,05). Cuando comparamos los grupos AV y CV en machos y hembras,
vemos efectos opuestos de la asfixia de acuerdo al sexo: en machos el nimero de
ultravocalizaciones aumenta, mientras que en hembras disminuye, no siendo
significativas las diferencias (solo se observa una tendencia p=0.1 en prueba U Mann
Whitney en el caso de los machos). Sin embargo, cuando comparamos el n2 de USV
entre machos AV y hembras AV, la diferencia si resulta significativa (Prueba pareada

de Wilcoxon T(g) =0, p<0,05, Figura 22).
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Figura 22. Numero de ultravocalizaciones en el periodo de interaccién en la prueba de
potenciacién maternal. Los datos se presentan como mediana y rango semi-intercuartil. *
corresponde a p<0.05 en prueba de Wilcoxon para muestras pareadas en la comparacion
en hembras entre AV y AQ. e corresponde a p<0,05 en prueba de Wilcoxon en la
comparacion entre el grupo AV en machos y el grupo AV en hembras. CV: control vehiculo,
CQ: control quercetina, AV: asfixia vehiculo, AQ: asfixia quercetina.

En lo que respecta a los cuidados maternales durante el periodo de interaccion, no se
encontraron diferencias significativas en los pardmetros evaluados: olfateos, lamidos,
acarreos y tiempo de no contacto, ni entre sexos, ni entre diferentes condiciones

experimentales (Tabla 7).
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Tabla 7. Cuidados maternales en prueba de potenciacidn maternal

102 (29) 103 (49) 2(2) 2(2) 7(2) 6 (1) 7(7) 5(7)
(el 106 (53) 124 (25) 2 (3) 1(3) 5(2) 6 (1) 6 (8) 7(7)
\YA 127 (36) 124 (30) 1(2) 1(2) 6 (3) 6(2) 5 (6) 5 (6)
98 (41) 146 (28) 3(3) 1(1) 6 (3) 9 (4) 7 (9) 2(7)
Los datos se presentan como: mediana (rango semi-intercuartil).

0

En cuanto a la prueba de ansiedad experimental de campo abierto realizada en
machos adolescentes y adultos, no se encontraron diferencias en los cruces en el
area central, ni en el tiempo que pasan en el drea central ni en la adolescencia ni en
la adultez. En la adolescencia, el grupo AV tuvo una tendencia a un mayor nimero de
posturas erguidas (rearings) durante la prueba que el grupo CV (Prueba U de Mann-
Whitney U 11) =29, p=0,1). En la adultez, observamos en cambio que el grupo AV
tuvo significativamente menor nimero de cruces en la periferia que el grupo CV
(Prueba U de Mann-Whitney Uui1y =27,5, p<0,05). Se observd el mismo
comportamiento en el grupo AQ (en comparacidon con el grupo CQ), pero las
diferencias no fueron significativas estadisticamente. En la Tabla 8 se resumen los
resultados de nimero de cruces realizados en la periferia y en el area central, y el

numero de rearings.

Tabla 8. Resultados en prueba campo abierto

Cruces Cruces area Posturas
Grupo

periferia central erguidas

157 (37) 28 (11) 50 (17)
170 (40) 24 (16) 74 (10)e

147 (21) 15 (11) 50 (11)

162 (33) 18 (8) 60 (12)

Adolescencia

146 (32) 12 (18) 39 (16)

105 (40)* 5 (6) 26 (9)

146 (53) 9(13) 29 (15)
DGR 83(25) 2(7) 21 (5)

Los datos se presentan como: mediana (rango semi-intercuartil). *p < 0,05 en prueba U de

Mann-Whitney en la comparacién entre CV y AV. ep=0.1 en prueba U de Mann Whitney en la
comparacién entre CV vs AV.

56



Resultados

4.3. Determinacion del peso de hipocampo

Para evaluar si existen cambios a nivel de hipocampo, estructura implicada en
procesos de memoria y aprendizaje, a los 70 dias de vida, los animales se sacrificaron,
y se peso el hipocampo. Los resultados se muestran en la Figura 23. Se observé que
en los animales sometidos a asfixia el peso del hipocampo fue significativamente
menor en relacién a los grupos control (ANOVA de medidas repetidas Fp,s =5,5
p<0,05 en la comparacion de las condiciones C vs A). Ademas, encontramos que la
quercetina revierte este efecto (ANOVA de medidas repetidas: F(1,5 =10,4 p<0,05 en
la interaccidn de las condiciones C y A, con las variables dependientes Q y V). AL
realizar la prueba post-hoc de Bonferroni encontramos que el grupo AV tiene

significativamente menor peso de hipocampo que el grupo CV (p<0,05).

80 1 | I_l_l BEcv
. B co
S ' [ = WAV
B a0
60 1
(@]
=
o 404 -1
]
(]
o
201
0
Control Asfixia

Figura 23. Peso de hipocampo en machos P70 expresado en mg. Los datos se presentan
como media y error estandar. * representa p< 0,05 en la interaccion en ANOVA de
medidas repetidas. e corresponde a p< 0,05 en post-hoc de Bonferroni entre CV y AV.
CV: control vehiculo, CQ: control quercetina, AV: asfixia vehiculo, AQ: asfixia quercetina.
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Discusion

En este trabajo de Maestria nos propusimos estudiar la capacidad neuroprotectora
de un preparado nanosomal de quercetina en el modelo de asfixia perinatal en ratas,
y ahondar en la diseccién de los posibles mecanismos de accién subyacentes al
efecto protector, a la vez que contribuir a la caracterizacion del dafio asfictico en este

modelo. Nos propusimos abordarlo desde diversas perspectivas, ya que la quercetina

parece ser un compuesto con multiplicidad de acciones y de blancos moleculares.

Biodisponibilidad cerebral de quercetina

En la medida que nuestro objetivo apunta a los efectos de la quercetina a nivel del
sistema nervioso, en el presente trabajo se confirmd el acceso a nivel cerebral de la
guercetina vehiculizada en un nanosoma, cuando es administrada por via
intraperitoneal. Este preparado nanosomal ha sido ensayado ampliamente en el
modelo de cerdo (Blasina et al., 2015), pero no en el modelo de rata, donde habia
sido ensayado un preparado liposomal de diferente composicion (Rivera et al.,
2004a). Los valores maximos obtenidos por nosotros para la administracion
intraperitoneal son inferiores a otros reportados en trabajos anteriores (Blasina et
al., 2015; Rivera et al., 2004a), lo que podria explicarse por diferente dosis, diferente
edad del animal y distinta formulacién del vehiculo, o por tratarse de una via de
administracion diferente (intravenosa) en el caso del trabajo de Blasina y
colaboradores. Esto puede sugerir que el efecto de la quercetina, puede ser mayor al
observado en el presente trabajo si se alcanzan mayores concentraciones, y que
serian necesarios mas estudios para conocer la concentracidn requerida a nivel del

cerebro, es decir conocer una dosis terapéutica.

En el presente trabajo se encontré que el maximo de concentracién cerebral de
guercetina administrada intraperitonealmente se da a los 15 minutos luego de la
inyeccién, un tiempo menor al reportado en otros trabajos (Blasina et al., 2015;
Rivera et al., 2004a), lo cual también podria explicarse por los motivos anteriormente
expuestos. Por tanto, esta via de administracién resulté muy apropiada para su
aplicacion en nuestro modelo experimental por su rapidez y eficacia. Este acceso
rapido al tejido de interés resultaria ventajoso en un contexto de dafio agudo, para

poder aplicar rapidamente la terapia.
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Por otro lado, se ensayé por primera vez la administracion intranasal de esta
formulacion. Los datos de la biodisponibilidad tras la administracién intranasal son
aun preliminares, dado que en algunos tiempos (15 y 60 min) se conté con un N=2.
Sin embargo, estos resultados demuestran que la quercetina efectivamente accede a
nivel cerebral cuando es administrada intranasalmente y vehiculizada en nanosomas.
A su vez, la concentracion maxima de quercetina observada fue inferior en la
administracién intranasal en comparacion con la intraperitoneal, con una cinética
mas lenta. Esto podria deberse a que la administracién en comparaciéon con la
intraperitoneal es mas prolongada, realizandose en el transcurso de una hora, y
también debido a que parte de lo administrado por via intranasal es deglutido por la
cria, por lo que la dosis administrada real puede ser menor de lo que se cree. Si bien
se necesitan mas ensayos para determinar con mayor confianza la biodisponibilidad
cerebral de la quercetina encapsulada en nanosomas cuando es administrada por via
intranasal, nuestros resultados indican que la administracién intranasal es posible y la
guercetina logra acceder al cerebro cuando es administrada por esta via. Sin
embargo, optamos por no utilizarla para experimentos de asfixia dada la excesiva

manipulacién de los animales que necesariamente implica.

Si bien la via intraperitoneal es muy utilizada en investigacion, su utilidad a la hora de
extrapolar a la clinica es escasa. Sin embargo, la administracion intranasal es muy
prometedora para su aplicacion en humanos, pero se deben resolver algunas
dificultades como el volumen a administrar. El volumen estd vinculado a la
concentracién del preparado que se ha logrado alcanzar hasta el momento, por lo
cual es interesante la posibilidad de liofilizacion y/o vaporizacion del preparado,

aspectos en los que el grupo del Dr. Dajas viene trabajando.

Otro aspecto a mencionar en lo que respecta a nuestros resultados, es la elevada
variabilidad individual observada en la biodisponibilidad. Este seria uno de los
factores que explicaria una alta variabilidad en los restantes ensayos realizados
dificultando la obtenciéon de resultados significativos estadisticamente. Este
inconveniente ya ha sido reportado en la bibliografia (Ader, Wessmann, & Wolffram,
2000; Kaushik et al., 2012) y se debe corregir y/o considerar a la hora de disefiar un

ensayo clinico.

A futuro, seria interesante profundizar estos estudios analizando la biodisponibilidad

de la quercetina cuando es administrada en animales sometidos a asfixia, dado que la
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asfixia implica una alteracién sistémica que afecta a todos los érganos y sistemas,

pudiendo alterar la distribucién del preparado en el organismo.

Protocolo de asfixia perinatal y la sobrevida asociada

El modelo de asfixia perinatal (AP) seleccionado para este trabajo resulté en un dafio
severo en las crias neonatas, lo cual evidenciamos no solamente a través de la
elevada mortalidad del protocolo (58 + 7 %), sino que a su vez, el estado fisico de los
animales luego de la reanimacidn, con un color palido, con una postura atipica (las
patas posteriores estiradas y rigidas), con respiracion forzada a bocanadas, con poca
o nula movilidad, y ausencia de vocalizaciones, entre otros, ponia de manifiesto la

injuria ocasionada.

Este protocolo se puede encontrar en la bibliografia con diferentes tiempos de
inmersién que van desde 14 a 20 minutos. En nuestras condiciones la mortalidad fue
del 100% cuando se ensayaron tiempos mayores a 15 minutos de inmersién. Los
autores que trabajan con este protocolo suelen clasificar la severidad del evento de
acuerdo a la duracién del tiempo de inmersion: inmersidn por 10 minutos se asocia a
una AP leve, 15 minutos a una AP moderada, mientras que 20 minutos constituye
una AP severa. El protocolo ensayado en este trabajo, con una duracidon de 15
minutos, corresponderia por tanto a una AP moderada. Sin embargo, debido a la alta
tasa de mortalidad, y a la evaluacion post asfixia de las crias consideramos que se
asemeja mas a un evento severo, ya que de acuerdo con la bibliografia con 15-16
minutos de asfixia sobrevive casi el 100% de los individuos, mientras que con 19-20
minutos las tasas de mortalidad en esos mismos estudios van desde 30-70% (Yong

Chen et al., 1997; E. Dell’Anna et al., 1997; CF Loidl et al., 1994).

Efecto de la quercetina en la sobrevida

Coémo se comentd en la introduccion, son pocos los trabajos que relacionan la asfixia
perinatal con el tratamiento con este flavonoide. De hecho, hasta donde podemos
saber, este estudio es el primero en evaluar el efecto de la quercetina en el modelo
de inmersidn de Bjelke (1991) de asfixia perinatal. Mostramos que la quercetina
aumento la sobrevida de los animales asficticos, evidenciando el efecto protector de

la quercetina. Otros estudios que abordan este tema, han demostrado que la
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qguercetina mejora la funcién cerebral, asi como el déficit cognitivo, mas no han
reportado datos relativos a la sobrevida. Esto quizas se deba a que utilizan modelos
diferentes en los que el daino se evidencia por parametros distintos a la mortalidad
(Blasina et al., 2015; Qu et al., 2014). Por otra parte, los mecanismos efectores no
estdn claros aun, y en los trabajos citados se relacionaron con procesos de
remielinizacién y estabilizacién del sistema hemodindmico. Mientras que en los
trabajos que utilizan modelos de isquemia e hipoxia/reoxigenacion se han reportado
mayoritariamente mecanismos anti apoptéticos y antioxidantes (Ghosh, Sarkar,

Mandal, & Das, 2013; Shutenko et al., 1999; Yao et al., 2012).

El rol del estrés oxidativo en el dafio y/o en la proteccion

Debido al rol daiino que juega el estrés oxidativo generado durante la etapa de re-
oxigenacion, y a que, en gran medida, los efectos beneficiosos de la quercetina se
deben a su capacidad antioxidante nos propusimos evaluar si existian cambios en el
nivel de especies reactivas del oxigeno (ROS). Encontramos que efectivamente los
niveles de ROS estdn aumentados luego de la asfixia, sin embargo, contrariamente a
lo que esperabamos, la quercetina no afectd el nivel de ROS al menos en los tiempos
estudiados. Si bien la bibliografia que vincula al tratamiento con quercetina con
niveles reducidos de distintos marcadores de dafio oxidativo es amplia (revisado en
Costa, Garrick, Roque, & Pellacani, 2016), es posible que los efectos protectores
observados en nuestro trabajo no se atribuyan a sus propiedades antioxidantes, sino

a otros mecanismos de accion.

Las ROS se caracterizan por tener vida media muy corta. De hecho, de acuerdo con
otros autores el maximo de deteccion de ROS, determinado por resonancia de espin
electrénico, se da a los 5 minutos luego de comenzada la etapa de reanimacion
(Capani et al., 2001). En nuestro disefio experimental la inyeccion de quercetina se
realiza tras lograr la reanimacion (aproximadamente a los 15 minutos de comenzada
la reanimacién) por lo cual, no es posible hacer la determinacidon de ROS a tiempos
menores. Esto sugiere que en este disefio experimental debemos buscar otros
indicadores, como los que resultan de la accidn de especies reactivas del oxigeno

sobre otras moléculas biolégicas.

Las especies reactivas del oxigeno estan directamente involucradas, en tejidos

isquémicos, en el dafio oxidativo de macromoléculas como lipidos, proteinas, y
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acidos nucleicos, que llevan a la muerte celular (Chen 1997, McKracken 2000). Es por
ello, que evaluamos como marcadores de dafio oxidativo la peroxidacidn lipidica y el

dafio en el ADN.

La determinacidn de las especies reactivas con acido tiobarbiturico, sigue siendo el
método mas ampliamente empleado para la estimacién de la peroxidacion lipidica. Si
bien observamos un aumento en la media aritmética en el grupo sometido a asfixia
tratado con vehiculo vacio, en comparacion con el control, y una disminucién en el
grupo asfictico tratado con quercetina cuando lo comparamos con el que recibid
vehiculo vacio, lo que sugeriria un efecto beneficioso de la quercetina, los resultados
no son significativos. Dado que existe una gran variabilidad en los resultados, seria

conveniente repetir este ensayo con un nimero mayor de individuos.

Ghosh y col. reportaron, en un modelo de isquemia cerebral, una restauracion de los
niveles normales de dienos conjugados (indicador de oxidacién lipidica) en diferentes
areas del cerebro, mediante la administracion de una dosis quercetina
nanoencapsulada (2.7mg/kg) previa al insulto (Ghosh et al., 2013). Es posible que sea
necesario administrar la quercetina mas proximo al insulto para poder observar
efectos claros sobre parametros de estrés oxidativo. Numerosos estudios reportan
que el maximo nivel de neuroproteccién se observa tras un pretratamiento con un
determinado flavonoide por 24 horas ya que permite un tiempo suficiente para que
se desarrollen las respuestas adaptativas en la expresidn génica que ayuden a resistir
al estrés oxidativo (Gundimeda et al., 2012; Ha et al.,, 2003; Keddy et al.,, 2012;
Leonardo et al., 2013; H.-Y. Li et al., 2012; R.-L. Liu et al., 2012; Z. A. Shah et al,,
2010). Desde el punto de vista terapéutico, estos abordajes de pre-condicionamiento
no son aplicables en eventos agudos que suceden de manera imprevista, como el

evaluado en el presente trabajo.

En cuanto a los niveles de histona H2AX fosforilada, estudios previos in vitro sugieren
que la hipoxia severa puede provocar una respuesta de dafio en el ADN, implicando
la activacién de las vias de sefializacion de las quinasas ATR y ATM y la subsecuente
fosforilacién de H2AX (Bencokova et al., 2009; Hammondet al. , 2003a,b, Dorie, &
Giaccia, 2003). En nuestro caso, el analisis por western blot de los niveles de la forma
fosforilada H2AX no mostré diferencias significativas. Seria interesante poder analizar
el nivel de fosforilacién de H2AX a menores y mayores tiempos luego del insulto,

dado que, si bien la fosforilacién comienza de forma inmediata al dafio y
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generalmente un aumento en la fosforilacién es detectable luego de algunas horas,
esto puede variar de acuerdo al sistema en que se esta evaluando (Bencokova et al.,

2009; C. Lin et al., 2012; Tsuchimoto et al., 2011).

Apoptosis

La muerte por apoptosis es una forma prominente de muerte neuronal en los
modelos de hipoxia/isquemia. La cascada de activacién de caspasas es mediada por
caspasa 3, la cual una vez activada estimula la via apoptdtica mitocondrial, y es
considerada un biomarcador de apoptosis neuronal y de lesion cerebral (Zhang et al.,
2004, Cohen 1997). Numerosos estudios han encontrado, en diversos modelos, que
24 horas después de un evento de asfixia en el momento del periparto, la expresidon
de caspasa-3 activa aumenta en diferentes dreas cerebrales como corteza e

hipocampo (Sugawara 2002; Yang 2011, Huang 2013, Figueira 2016).

Nuestros datos indicarian también un aumento de la caspasa-3 clivada, 24 horas post
asfixia en las dreas estudiadas. Mds aun, la quercetina restituiria los valores
normales, lo cual contribuiria a explicar su efecto protector. Estos resultados, si bien
no fueron estadisticamente significativos, son prometedores para la comprensién y
validacién de un efecto de la quercetina. La falta de diferencias estadisticamente
significativas quizas pueda deberse entre otros factores a una alta variabilidad
individual experimental, sumado a una mayor labilidad de los tejidos asficticos,
muchos de los cuales no resistieron el procesamiento que la técnica de
inmunofluorescencia conlleva. Posiblemente solo los tejidos mds resistentes y con
menor dafio hayan sido utilizados para el analisis introduciendo asi un posible sesgo.
Seria por tanto interesante analizar el nivel de muerte celular por otras técnicas que
no dependan de la integridad del tejido, como por ejemplo la determinacién de la

actividad caspasa 3.

En lo que respecta al hipocampo, numerosos estudios en modelos de asfixia en
animales, incluidos el de inmersidn, han reportado un menor nimero de células en el
hipocampo en los animales que sufrieron asfixia (Bjelke et al., 1991; Huang et al.,
2013). En cambio, de acuerdo a nuestros resultados, a las 24 horas no habria un nivel
de muerte celular en el hipocampo tal que justifique la disminucién del peso del
hipocampo observada posteriormente. A pesar de ello, no podemos descartar que

los procesos de muerte celular en este contexto se estén dando mas tardiamente, lo
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que podria explicar las diferencias encontradas en el peso. Es interesante resaltar
qgue la quercetina reestablecid el peso normal del hipocampo, abriendo la pregunta
de si mecanismos antiapoptéticos estdn actuando sobre procesos de muerte celular

que se profundizan con el correr de los dias y semanas que suceden a la asfixia.

Para obtener un panorama mads completo del posible rol de la quercetina en la
induccion de mecanismos antiapoptdticos seria informativo evaluar los niveles de
muerte celular a mayores tiempos luego de la asfixia, ya que otros autores han
reportado efectos de la hipoxia neonatal sobre la muerte celular una semana (E.
Dell’Anna et al., 1997; P Morales et al., 2005), un mes (Yong Chen et al., 1997;
Johansen, Sgrensen, Tgnder, Zimmer, & Diemer, 1992; P. Morales et al., 2008) e

incluso tres meses después del evento (Hoeger et al., 2006; Kohlhauser et al., 1999).

Crecimiento y desarrollo neuroldgico

Dada la alta prevalencia de las alteraciones neuroldgicas tras un evento de asfixia en
el momento del parto, la evaluacion de la capacidad protectora de cualquier
compuesto, necesariamente debe incluir el andlisis de parametros
comportamentales que permitan evaluar funciones neuroldgicas. Cabe destacar que
diferentes autores han reportado efectos beneficiosos de la quercetina sobre
distintos parametros comportamentales emocionales y cognitivos en ratas adultas
(Priprem, Watanatorn, Sutthiparinyanont, Phachonpai, & Muchimapura, 2008), en
modelos de isquemia cerebral (Pu et al., 2007) e hipoxia hipobarica (P. Liu et al.,

2015)

La inmensa mayoria de los trabajos sobre estrategias neuroprotectoras en injurias
post-asficticas se enfocan en los resultados histolégicos inmediatos (como volumen
de infarto o el nivel de muerte celular). Sin embargo, la injuria pos-asfictica es un
proceso que se extiende semanas e incluso meses luego del insulto inicial, que no
necesariamente se correlaciona con dafio extenso o explicito a nivel morfolédgico. En
algunos casos resulta en déficits de comportamiento o funcionamiento cerebral
sutiles (Strackx et al., 2010). Algunas de las estrategias neuroprotectoras podrian
estar simplemente retrasando la injuria en vez de promover una proteccién a largo

plazo, por lo que la preservacidn histoldégica no implica necesariamente que la

funcién neuronal esta preservada.
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En concordancia con los resultados de otros autores (Bjelke et al., 1991; Peter Kiss et
al., 2013), se encontré que durante la infancia la ganancia de peso fue menor en los
grupos asficticos en comparacion al control, tanto en machos como en hembras. Las
diferencias en la ganancia de peso se observan también en los nifios recién nacidos
asficticos. Esto puede deberse a posibles dificultades motoras-orales, y/o de
deglucién que pueden interferir con la alimentacidon normal (Gulati, Shubert, Sitaram,
Wei, & Jadcherla, 2015). Se ha visto que esta diferencia en la ganancia de peso en la
infancia, puede ser eliminada a través del uso de ambientes enriquecidos, es decir la
estimulacién cerebral por parte de su entorno fisico (Kiss et al., 2013). Sin embargo,

la quercetina no parece tener un efecto sobre esta variable.

En la adolescencia y la adultez esta diferencia se pierde, y todos los grupos presentan
una ganancia de peso similar. Esta recuperaciéon o “catching-up” en el crecimiento
luego de la lactancia indica que el efecto de la asfixia sobre esta variable corporal es

superado a lo largo del desarrollo.

Alteraciones motoras

En los trabajos de asfixia perinatal, en particular en los que utilizan el modelo de
inmersion en roedores, se reportan alteracién de la locomocién y/o los reflejos
(revisado en Barkhuizen et al., 2017). En concordancia, en el presente trabajo
encontramos que la asfixia produjo una afectaciéon de los reflejos motores y las
funciones locomotoras, evidenciado por una mayor latencia en el reflejo de
enderezamiento en machos en P3, menor proporcion de animales que logran
completar la prueba de gait, mayores tiempos de desplazamiento en esta prueba
machos y hembras y menor proporcion de machos que logran completar la prueba
de geotaxis negativa. Estos resultados son concordantes con los reportados por Kiss y
col., que describieron que, tras 15 minutos de asfixia, el desarrollo del reflejo de
grasping y de enderezamiento estd retrasado 3-4 dias en animales asficticos, y el
desarrollo de la geotaxis negativa, y gait, entre otros, esta retrasado 1 a 2 dias en
comparacion con los animales control. Ademas, de acuerdo con estos autores, entre
los dias 12 y 16, las crias asficticas presentaron geotaxis negativa mas lenta, y entre
los dias 8 a 12 mostraron un mayor tiempo de desplazamiento en la prueba de gait

(Peter Kiss et al., 2009, 2013).

65



Discusion

La administracién de la quercetina revirtié el efecto de la asfixia sobre la latencia en
el reflejo de enderezamiento. Sin embargo, no mostrdé un efecto en las restantes
pruebas motoras. Esto podria deberse en parte, a que, si bien las funciones evaluadas
se encuentran relacionadas al control motor, los circuitos neurales que las regulan
residen en distintas areas o vias del cerebro, cuya maduracién continta luego del
nacimiento (Tilney, 1933). En este sentido, estas vias o circuitos pueden tener una
susceptibilidad diferencial a la asfixia y al tratamiento con quercetina, debido a
diferente plasticidad y capacidad de neurogénesis de las distintas areas, la
sensibilidad al estrés oxidativo, sensibilidad metabdlica de las células, entre otros

factores (Herrera-Marschitz et al., 2011).

Las diferencias encontradas desaparecen con la edad (segun pudimos corroborar en
el caso del reflejo de enderezamiento), lo que concuerda con estudios previos que
sefalan que el desarrollo tardio de los reflejos es un indicador temprano de dafio
neuroldgico (Barkhuizen et al., 2017). Esto podria explicarse por la alta plasticidad del
cerebro neonatal (P. Kiss et al., 2005). Algunas evidencias sugieren la existencia de
mecanismos compensatorios, donde la funcién de las neuronas dafiadas seria llevada
a cabo por otras areas del cerebro (Kartje-Tillotson, Neafsey, & Castro, 1985; Reinoso
& Castro, 1989; Towfighi, Housman, Vannucci, & Heitjan, 1994). A su vez, una mayor
plasticidad del cerebro de la rata frente a la del humano, podria explicar una
afectacién neurolégica menos severa que la observada en humanos (Lubics et al.,

2005).

Alteraciones cognitivas

En humanos, los déficits cognitivos, que van desde discapacidad intelectual a
desempenos académicos por debajo del promedio, son algunas de las consecuencias
a largo plazo reportadas tras asfixia perinatal (van Handel, Swaab, de Vries, &

Jongmans, 2007).

En el modelo de asfixia utilizado en este trabajo se han descrito déficits cognitivos,
como por ejemplo los descritos por Blanco y col, que reportan afectaciones
moderadas de la memoria de reconocimiento, y de la memoria espacial y de
referencia a los 30 dias post asfixia severa (Blanco et al., 2015). No obstante, los

diferentes reportes presentes en la bibliografia en que se emplea este modelo, no
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son consistentes. En el presente trabajo evaluamos la memoria olfativa en la infancia
y encontramos que todos los grupos fueron capaces de recordar y reconocer el olor
materno. Sin embargo, en la proporcion de animales que reconocié el olor materno
se observd una tendencia a la baja en el grupo AV en hembras en comparacién con el
grupo control, pero no asi en los machos. El hecho de que en el grupo que recibié
qguercetina la proporcién de hembras que reconocieron el olor materno fue
comparable a la del grupo control podria sugerir una contribucién de la quercetina en
la mejora de las funciones cognitivas en estos individuos. Seria, por tanto,
interesante seguir profundizando en este tipo de evaluaciones de la funcién cognitiva

y el posible rol de la quercetina.

En concordancia con resultados obtenidos por otros autores (Simola et al., 2008;
Strackx et al., 2010), no se encontraron grandes afectaciones por la asfixia en las
pruebas de memoria de reconocimiento de objeto, donde nuevamente encontramos
gue todos los grupos fueron capaces de reconocer el objeto novedoso a corto y largo
plazo, tanto en la adolescencia como en la adultez. A pesar de ello, en la
adolescencia, en la prueba a largo plazo encontramos que los grupos asficticos
presentaron menores indices de reconocimiento que los grupos control, sin detectar
un efecto preventivo de la quercetina. Es decir, que los animales asficticos
(inyectados o no con quercetina) tienen memoria del objeto, logran aprender vy
reconocer el objeto, pero aun asi el indice es menor en la prueba de memoria a largo

plazo, indicando que hay una afectacion leve de la memoria de reconocimiento.

Barkhuizen y colaboradores, en su revisidn en detalle de la investigaciéon en este
modelo de asfixia perinatal, postulan que las estructuras involucradas en la funcién
cognitiva podrian ser mas resilientes a la asfixia, en relacion a las dreas asociadas a la
locomocidn, y que el dafio a estas areas podria ser mas factible de revertir por
influencias ambientales durante la vida del individuo. Esto explicaria la inconsistencia
de las observaciones de los déficits cognitivos en este modelo segun los distintos

autores (Barkhuizen et al., 2017).

En humanos, los estados hipdxicos-isquémicos producen lesiones hipocampales y
déficits de memoria subsecuentes. En el presente trabajo, se describieron cambios
en el peso de hipocampo en la rata adulta. Si bien podria pensarse que esto se
debiera a un menor peso corporal o cerebral en los animales asficticos en la etapa

adulta, en esta etapa no se encontraron diferencias en la ganancia de peso, o en el
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peso propiamente dicho, como se mostré anteriormente. Otros autores han
evaluado tanto el tamafio cerebral (Bjelke et al., 1991) como el peso cerebral (J
Gross, Burgoyne, & Rose, 1981) tras la asfixia perinatal, indicando que no existen
diferencias debidas a la asfixia. Por lo tanto, lo observado en nuestro caso seria un
efecto especifico sobre el drea del hipocampo, cuyo desarrollo se completa en Ia

etapa perinatal.

Dado que ni la asfixia ni la quercetina ejercieron acciones claras y robustas sobre las
pruebas de memoria olfativa y de reconocimiento, y dadas las diferencias de peso de
hipocampo en la etapa adulta que encontramos en este trabajo seria interesante
evaluar la afectacién de otros tipos de memoria como ser la memoria espacial que se
ha visto que estd fuertemente asociada a la funcién hipocampal. Una de las técnicas
gue evallan este tipo de memoria, es el laberinto acuatico de Morris, y se ha visto
que es afectada por la asfixia perinatal (Blanco et al., 2015; Boksa et al., 1995;
Galeano et al., 2015). En particular, Qu y colaboradores analizaron el desempefio en
el laberinto acudatico de Morris en un modelo de isquemia en ratas neonatas que
recibieron quercetina por via intragdastrica, demostrando que la quercetina mejora el

aprendizaje espacial (Qu et al., 2014).

Alteraciones emocionales

Las vocalizaciones ultrasénicas de las crias de rata al ser separadas de sus madres, se
han postulado como homdlogas al llanto de los bebes humanos (Zeskind et al., 2011).
Estos llamados sirven para alertar a las madres roedoras de la necesidad de cuidado
de sus crias y para facilitar su ubicacién. La cantidad de vocalizaciones es baja
después del nacimiento y aumenta hasta su pico en los dias P11-P12. En la prueba de
potenciacion maternal, justamente se toma este parametro, el nuimero de
ultravocalizaciones, para evaluar la respuesta de distrés de las crias ante una
separacion de la madre (Groenink et al.,, 2008). En nuestro caso, en esta prueba
todos los grupos presentaron el comportamiento de potenciaciéon, y no hubo
diferencias significativas en el nimero de ultravocalizaciones en cada uno de los

aislamientos, entre los diferentes grupos experimentales.

Si bien estos resultados concuerdan con los obtenidos por Venerosi y colaboradores
(Venerosi et al., 2006), Calamandrei et al. observaron diferencias significativas en el

patron de emision de las ultravocalizaciones, pero no en el nimero, durante un Unico
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aislamiento de 3 minutos: el nimero de USV fue menor durante el primer minuto en
los animales asficticos y mayor en los minutos siguientes en comparaciéon con el
control (Calamandrei et al., 2004). Si bien este enfoque no fue utilizado en nuestro
trabajo, seria interesante en estudios posteriores evaluar posibles diferencias en el

patrén de emision de USV entre crias asficticas y controles.

Lo interesante de esta prueba es que encontramos diferencias de comportamiento,
no en los aislamientos, sino durante el periodo de interaccién con la madre. Dado
gue no se encontraron diferencias en parametros que se correlacionan con el
cuidado maternal brindado (olfateos, lamidos y acarreos), las diferencias parecen
explicarse por un estado emocional diferencial en las crias, y no resultante de
diferente cuidado maternal hacia un grupo u otro. A su vez, encontramos que el
efecto varia de acuerdo al sexo, los machos AV mostraron una tendencia a un mayor
numero de vocalizaciones que el grupo CV (p=0,1), mientras que las hembras AV
parecerian emitir menor nimero de ultravocalizaciones en comparacién con el grupo
CV (p<0,5). La quercetina pareceria afectar este parametro en los animales asficticos,
ya que, tanto en hembras como en machos, el nimero de ultravocalizaciones en el
grupo AQ es similar al grupo CQ (p=NS). Seria importante por lo tanto profundizar en
estos hallazgos, mediante la utilizacién de pruebas comportamentales adicionales
gue evalien mas detalladamente el estado emocional y el comportamiento social. En
este sentido Vazquez-Borsetti y colaboradores describieron que los animales
sometidos a asfixia mostraban menor comportamiento de juego (play soliciting
behavior) durante la interaccidon social, y que dicho comportamiento no estaba
relacionado con un aumento general de la ansiedad en la prueba de campo abierto

(Vazquez-Borsetti et al., 2016).

La prueba de campo abierto (Walsh & Cummins, 1976), evalia no solo locomocién,
sino también exploracién (curiosidad) y miedo o ansiedad (Belzung & Griebel, 2001;
Russell, 1973). Una alta frecuencia de cruces y de posturas erguidas o "rearings"
indica una mayor locomocidn y exploracidn, y un menor nivel de ansiedad. El nimero
de entradas o cruces en el area central, y el tiempo en el drea central son medidas de
comportamiento exploratorio y de ansiedad. Una alta frecuencia/duracion de estos

pardmetros en el area central indica alto nivel de exploracidn y bajos niveles de

ansiedad (“The Open Field Test,” 2004).
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El hecho de que en la adolescencia el grupo AV presentd una tendencia a realizar
mayor numero de “rearings” en comparacién con CV podria indicar un aumento de la
actividad exploratoria de la asfixia en esta etapa de la vida del individuo. Si bien no
significativas estadisticamente, las comparaciones indicaron que el numero de
rearings en el grupo AV es mayor que en el AQ y mayor que en los controles,
sugiriendo un menor nivel de ansiedad. Estos datos no concuerdan con los obtenidos
por otros autores que han reportado niveles mayores de ansiedad a los 2-3 meses de
edad en pruebas de campo abierto y laberinto en cruz elevado (Allende-Castro et al.,

2012; Paola Morales et al., 2010).

En la adultez, también observamos un efecto en la locomocién y actividad
exploratoria, pero en este caso evidenciado por un menor niumero de cruces en la
periferia en el grupo AV en comparacién con el grupo control. En el grupo AQ,
observamos también una disminucidn en comparacién con el grupo CQ, sin embargo,
las diferencias no fueron significativas. Numerosos trabajos reportan un cambio en la
actividad exploratoria y locomocion. Sin embargo, los resultados no son consistentes,
variando en funcion de la edad, el sexo y la severidad de la asfixia (revisado en

Barkhuizen et al., 2017).

En base a estos resultados la prueba de campo abierto deja abierta una interrogante
acerca del efecto tanto de la asfixia como de la quercetina sobre la ansiedad en
distintas edades y en relacion con la locomocién. Una de las desventajas de esta
prueba es la dificultad para disociar una supresién de la actividad exploratoria
inducida por ansiedad, de una disminucién de la actividad locomotora en general.
Para abordar este problema se podrian realizar otras pruebas comportamentales que

también evallen ansiedad experimental.

El uso de modelo animales para la evaluacion de afectaciones emocionales puede ser
util para establecer la contribucién de la asfixia perinatal en la predisposicion a
trastornos neurocomportamentales, dado que, las complicaciones obstétricas, y en
particular la asfixia perinatal se han asociado a patologias neuropsiquidtricas y
neurocomportamentales como déficit atencional con hiperactividad, autismo, o
esquizofrenia (C Dalman, Allebeck, Cullberg, Grunewald, & Koster, 1999; Christina
Dalman et al., 2001; Rapoport, Addington, Frangou, & Psych, 2005; Sullivan & Brake,
2003).
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Diferencias entre sexos

De acuerdo a la bibliografia, histéricamente se ha propuesto que los machos son mas
sensibles al dafio hipdxico-isquémico (Naeye, Burt, Wright, Blanc, & Tatter, 1971). La
hipdtesis conocida como “Male disadvantage hypothesis”, que plantea una mayor
mortalidad y morbilidad perinatal en machos que en hembras, se ha reconfirmado
mds recientemente para neonatos humanos, y se ha demostrado también en
adultos, y en otras especies como la rata (Gibson, 2013; Kirchengast Beda, 2009; C.
Fabian Loidl et al., 2000). Por ejemplo, Loidl y colaboradores encontraron una mayor
mortalidad en machos que en hembras tras un evento de asfixia perinatal, y a su vez,
los machos presentaron diferente actividad locomotora en la prueba de campo

abierto a los 45 dias de vida, pero no asi las hembras (C. Fabian Loidl et al., 2000).

En cierta medida, nuestros resultados se contraponen a la hipdtesis “Male
disadvantage hypothesis” y ponen de manifiesto diferentes patrones de
susceptibilidad al dafio neurolédgico producido por la asfixia de acuerdo al sexo. Por
un lado, los machos serian mas sensibles a la afectaciéon de los reflejos motores,
mientras que en las hembras vimos una mayor afectacién de la memoria olfativa.
También observamos diferente efecto de Ila asfixia en el numero de
ultravocalizaciones durante la interaccion materna segun el sexo de la cria. Por otro
lado, no encontramos diferencias en la mortalidad entre machos y hembras. En base
a estos resultados, podriamos decir que existen diferencias en los patrones de dafo
que la asfixia desencadena en uno u otro sexo, pero no aventurariamos a decir que

un sexo es mas sensible o se ve mas gravemente afectado que el otro.

Los mecanismos por los que el sexo influenciarian la mortalidad y las funciones
neuroldgicas tras la asfixia se desconocen. Sin embargo, existen areas del cerebro
que son sexualmente dimérficas y podrian jugar un rol importante en la diferente
susceptibilidad al dafio en determinadas areas o funciones neuronales especificas en
los distintos sexos (Becker, 1990). A su vez, los niveles de hormonas sexuales
circulantes también podrian participar del establecimiento de estos patrones de dafo
diferenciales (Alkayed et al., 1998; Y. Q. Zhang, Shi, Rajakumar, Day, & Simpkins,
1998).
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Evaluacion de perfiles proteicos diferenciales

Para lograr entender los mecanismos de accién que subyacen a los numerosos
efectos neuroprotectores de la quercetina, es necesario conocer cdémo este
compuesto afecta la expresion génica, y qué vias especificas modula. En este sentido,
el abordaje protedmico constituye un abordaje practico y sin preconceptos para
interrogar los blancos de la accidon de la quercetina. De este estudio se desprende
gue tanto la asfixia como el tratamiento con quercetina afectan simultdneamente a
una multitud de procesos celulares (metabolismo, desarrollo, transmisidén nerviosa,

respuesta al estrés, etc).

Nuestro grupo de trabajo realizé previamente un estudio proteémico preliminar en el
modelo de asfixia en cerdo recién nacido utilizado por Blasina y colaboradores. El
presente estudio protedmico aporta datos mds contundentes, ya que se realizd por
una técnica de mayor resolucion y reproducibilidad (2D-DIGE), y se ensayd en un
numero de individuos mayor (N=4 para cada condicién). Ambos trabajos coinciden en
algunos de los procesos bioldgicos encontrados como el metabolismo y el
citoesqueleto, pero difieren en otros. Un caso a mencionar es el de proteinas
relacionadas a la actividad antioxidante. En el trabajo realizado en cerdo
encontramos numerosas proteinas con actividad antioxidante como la superoxido
dismutasa, peroxiredoxina 3, y Glutation S-transferasa P (Cardozo, 2014). Sin
embargo, en el modelo de la rata no encontramos proteinas con funcidon
antioxidante, lo que concuerda con la falta de evidencias significativas de proteccion

contra el dafio oxidativo tras el tratamiento con quercetina discutido anteriormente.

En el caso de la asfixia notamos que ésta regula la expresidon tanto positiva como
negativamente. En el caso de la regulacidon negativa, puede deberse a la respuesta
adaptativa de la célula de apagado o shut down de procesos que consumen energia,
entre ellos la sintesis proteica y la sintesis de nucleétidos, por ejemplo, mediante la
disminucién de la expresion del factor de traduccién Elongation factor 2 y la
transcetolasa referidas en este trabajo. Aquellos casos en los que la quercetina
aumenta o disminuye la expresion restituyendo los niveles normales, como es el caso
de la enolasa, piruvato quinasa o la malato deshidrogenasa, podrian estar
evidenciando el efecto protector de este flavonoide. Mds aun, las proteinas cuya
expresion se vio afectada unicamente por el tratamiento con quercetina, y no por la

asfixia (dihydropyrimidinase-related protein 2, serine/threonine-protein phosphatase
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2A 65 kDa regulatory subunit A alpha, heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K,
POTE ankyrin domain family member F isoform X2) podrian revelar procesos

celulares sobre los que actua la quercetina.

Se ha establecido que la asfixia perinatal causa anormalidades sinapticas y de
sefializacion en varias regiones del sistema nervioso, entre las cuales se encuentran
el hipocampo, estriado, nucleo accumbens y amigdala (Barkhuizen et al., 2017). En
este modelo de asfixia, estas anormalidades incluyen alteraciones de los sistemas
dopaminérgicos como cambios en los niveles de dopamina (Bustamante et al., 2003;
Y Chen et al.,, 1997; Laplante, Brake, Chehab, & Sullivan, 2012; Ungethiim et al.,
1996), cambios en los niveles de tirosina hidroxilasa y de receptores de dopamina
(Bjelke et al., 1991; B. El-Khodor & Boksa, 2001; B. F. El-Khodor, Flores, Srivastava, &
Boksa, 2004; J Gross et al., 2000; Johann Gross et al., 2005). Ademas, se ha visto
alteracion de la transmision gabaérgica y glutamatérgica en diferentes areas (corteza,
hipocampo, estriado, nucleo accumbens, nucleo olfatorio anterior, entre otras) con
niveles alterados de GABA y glutamato (Y Chen et al., 1997; Frizzo et al., 2010; C.F.
Loidl et al., 1994), asi como cambios en la expresién de receptores AMPA, NMDA vy
kainato (B. F. El-Khodor et al., 2004). En nuestro andlisis proteédmico, encontramos
que la quercetina modula la expresion de proteinas vinculadas a la sinapsis
glutamatérgica y dopaminérgica, lo cual podria constituir un posible mecanismo de
accion de la actividad protectora de la quercetina, ya que esta modulacién de la
expresion podria estar compensando las alteraciones de la asfixia sobre estos

sistemas de transmision nerviosa.

Es probable que, junto a la regulacion positiva o negativa de la expresidn, se estén
dando modificaciones postraduccionales que regulen la actividad de las proteinas
identificadas. Posiblemente sea el caso de aquellas proteinas que se encontraron en
mas de un spot (heat shock 70 kDa protein 4, serotransferrin, transketolase, ankyrin
domain family member F isoform X1, alpha enolase, POTE ankyrin domain family
member F isoform X2, heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K). Por ello, son
necesarios otros ensayos como Western Blot para confirmar los cambios observados,
o técnicas de gPCR para estudiar niveles de expresidon a nivel transcripcional y
evidenciar posibles formas de splicing u otros andlisis protedmicos que permitan

identificar dichas modificaciones postraduccionales.

A continuacidn, se discuten algunas de las proteinas identificadas.
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a-enolasa. Las enolasas son muy importantes para la generacion de energia durante
la glicdlisis y en particular en el metabolismo energético del cerebro. La
sobreexpresion de enolasas promueve el crecimiento en cultivos neuronales (Hattori,
Takei, Mizuno, Kato, & Kohsaka, 1995; Takei et al., 1991). Ademas, se ha descrito que
su sobreexpresion mejora la supervivencia neuronal y regeneracién del crecimiento
axonal, y consecuentemente actla como un agente neurotrofico (Annapurna, Ansari,
& Manjunath, 2013; Rogerio et al., 2007). La regulacidn negativa de su expresion
lleva a la neurodegeneraciéon (Hafner, Obermajer, & Kos, 2012), y en el presente
trabajo observamos una disminucion de la expresidon de esta proteina tras la asfixia,
mientras que tras el tratamiento con quercetina los valores son similares al control,
por lo que la restitucién de los niveles basales de la expresidon de la enolasa que

observamos podria estar relacionado con el efecto neuroprotector de la quercetina.

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K. Respecto a hnRNPK encontramos que
la asfixia disminuye levemente sus niveles de expresién, mientras que la quercetina
aumenta significativamente los niveles basales. Por ello, podriamos considerar que
esta proteina puede estar jugando un rol preponderante en los mecanismos de
proteccion de la quercetina. La familia hnRNP comprende a mds de 20 miembros,
cuyas funciones principales son el empaquetamiento de transcriptos nacientes,
procesamiento alternativo y regulaciéon traduccional. Las hnRNPs generalmente
comparten la funcidon de transporte entre el nucleo y el citoplasma del ARNm
procesado (Ping Han, Hang Tang, & Smith, 2010). De confirmarse la disminucidn de
los niveles de expresidon de esta proteina podria indicar que la exportacion nuclear
durante la asfixia se ve afectada, si bien esta comparacién no fue estadisticamente
significativa. Weitzdorfer y colaboradores reportaron una disminucién en los niveles
de hnRNPD en este mismo modelo de asfixia (Weitzdrfer, Héger, Burda, Pollak, &
Lubec, 2008). De acuerdo con Chen y colaboradores, el miembro hnRNPA1 de esta
familia de proteinas se une directamente con la quercetina, y esta interaccidn
causaria su acumulacion en el nucleo (Ko et al., 2014). Estos datos hacen de esta
familia de neuroproteinas, candidatos especialmente interesantes para su estudio, y

lograr elucidar el posible rol mediador del dafio y/o la proteccion en este modelo.

Elongation factor 2. La traduccidn puede ser regulada a nivel de la iniciacion o la
elongacion. La regulacion a nivel de la elongacidon generalmente involucra la
inhibicion del factor EF-2. Esta proteina es una translocasa dependiente de GTP

responsable del movimiento del peptidil-ARNt del sitio A al sitio P del ribosoma (Hizli
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et al., 2013). Su actividad es regulada por fosforilacion y se ha visto que es fosforilada
en respuesta a la hipoxia (Althausen et al., 2001). En el presente trabajo encontramos
gue la asfixia indujo una disminucidn de su expresion. Es decir, que la disminucién de
la expresidn de EF-2 podria constituir uno de los mecanismos por lo que las células
bloguean la sintesis proteica como parte de la respuesta adaptativa celular
conservada a este tipo de dafio. La quercetina tendid a restablecer los niveles de EF-
2, pudiendo indicar que la sintesis proteica se restituye antes con el tratamiento con
quercetina. No encontramos en la bibliografia vinculacion entre estas dos moléculas,
sin embargo, se ha demostrado la interaccién directa entre EF-1 y la quercetina (Ko
et al., 2014). En otro estudio se encontré que la quercetina impide la unién del factor
EF-1 al ribosoma, pero no la del EF-2 (Marcinkiewicz, Gatasinski, & Gindzieriski, 1995),
por lo que los mecanismos por los que la quercetina regula la actividad de estos dos

factores de elongacidn son diferentes.

Dihydropyrimidinase-related protein 2. Una proteina que vale la pena destacar es
dihydropyrimidinase-related protein 2, también conocida como Collapsin response
mediator protein 2 (CRMP2). Esta es una proteina citoplasmatica que se expresa en
forma abundante en el tejido cerebral, cumple diversas funciones neuronales
incluyendo polarizacion neuronal, crecimiento axonal y diferenciacion neuronal
(Inagaki et al., 2001; Quinn, Gray, & Hockfield, 1999). Notablemente, la induccién o
inhibicion de su expresidon se han asociado a condiciones neuroldgicas patoldgicas
como son afectacién de la potenciacién a largo plazo (Su et al., 2007), afectacién del
aprendizaje espacial y la memoria (Su et al.,, 2007), enfermedad de Alzheimer’s
(Uchida et al., 2005), lesiones retinales (Cnops, Hu, Eysel, & Arckens, 2007), injurias
cerebrales traumaticas y neurotéxicas (Kobeissy et al., 2006; Z. Zhang et al., 2007), asi
como toxicidad glutamatérgica, e isquemia cerebral (Hou et al., 2009; X. Hu, Rea,

Wiktorowicz, & Perez-Polo, 2006).

CRMP2 es una fosfoproteina que puede ser fosforilada en multiples sitios por
diferentes kinasas para regular su actividad, la fosforilacion la inactiva, mientras que
la defosforilacion la activa. De hecho, varios autores han descrito una
hipofosforilacién en distintos modelos de hipoxia-isquemia (Sato et al.,, 2011; Y.
Wang, Wang, Xie, Li, & Wang, 2017; Zhou et al., 2008), aunque otros autores han
descrito hiperfosforilacién (Hou et al.,, 2009). Otros estudios han descrito ambos
fendmenos, de forma dependiente del tiempo (Xiong et al., 2012). Asimismo, se ha

visto que, en determinadas situaciones patoldgicas, como la isquemia cerebral,
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CRMP2 es degradada en proteinas de 55 y 62 KDa por protedlisis por calpaina (Z.
Zhang et al., 2007). Mas aun, se ha demostrado que este clivaje es deletéreo para las
neuronas y que la disminucién del clivaje de CRMP2 por calpaina podria reducir la

injuria isquémica y aumentar la sobrevida neuronal (Bu et al., 2011; Yin et al., 2013).

En el presente trabajo encontramos una disminucién de la expresion de CRMP2 a las
5 horas luego de la asfixia, y un aumento de su expresién con el tratamiento con
quercetina. La disminucidn podria explicarse entonces por el clivaje proteolitico de
esta proteina, y la quercetina podria actuar impidiendo este clivaje directa o
indirectamente. Sin embargo, no es posible descartar que estemos detectando una
de las formas hipo o hiperfosforiladas y que ello se relacione con cambios en la
actividad de esta proteina. Nuestros datos contrastan con los obtenidos por Shah y
colaboradores, quienes encontraron un aumento en la expresion de esta proteina
con la isquemia, y niveles basales de expresion en el grupo que recibid quercetina en
el modelo de oclusién de la arteria cerebral media (F.-A. Shah, Park, & Koh, 2018). Sin
embargo, la discrepancia se puede explicar por las diferencias en el disefio vy
estrategia experimental donde se utilizan modelos diferentes (isquemia vs asfixia), en
edades diferentes (adulto vs neonato) y la expresion es evaluada a diferentes

tiempos (24 hs vs 5 hs).

Ciertamente, esta proteina constituye un buen candidato para su estudio como
posible mecanismo efector de la accién neuroprotectora de la quercetina, y mas
estudios son necesarios para determinar el rol que juega tanto en el dafio asfictico
como en la neuroproteccidn, y para describir cuales son los fendmenos asociados, de

clivaje o de fosforilacion en este contexto, que regulan su actividad.

Serine/threonine-protein phosphatase 2A 65 kDa regulatory subunit A alpha
isoform. La fosfatasa 2A (PP2A) esta formada por tres subunidades: una subunidad
catalitica (C), una subunidad de unidn a sustrato (B) y una subunidad de “scaffold” (A)
que es fundamental para el ensamblaje de la fosfatasa, ya que une a la subunidad Cy
la subunidad B y las acerca, constituyendo asi a la fosfatasa. En este trabajo
encontramos que la quercetina induce una disminucién de la expresion de la
subunidad Aa. La fosfatasa 2A, puede regular muchas vias de seiializacién al
defosforilar numerosas moléculas criticas en la sefializacion como son AKT, p53, c-
Myc, y B-catenina, modulando asi procesos celulares, como regulacion del ciclo

celular, transduccién de sefiales, proliferacion celular, muerte celular programada (P.
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M. Chen et al., 2017; Van Hoof & Goris, 2003). Se ha demostrado que PP2A es un
regulador de la familia de proteinas Bcl-2, asi como un regulador negativo de Ia
proteina kinasa IV dependiente de Ca2+/calmodulina (CaMK 1V) involucrada en la
regulaciéon del elemento de respuesta a AMPc (CREB), un factor de transcripcién

fundamental en la muerte celular programada (Van Hoof & Goris, 2003).

Se ha visto que PP2A juega un rol en diferentes mecanismos neuroprotectores y
respuestas celulares a insultos neuronales (Beattie et al., 2000; Belmeguenai &
Hansel, 2005; Hedou et al.,, 2008; Yi & Simpkins, 2008). Ademas, contribuye a la
modulaciéon de la neurotransmisiéon excitatoria y de procesos de aprendizaje y
memoria a través de una variedad de mecanismos intracelulares (Belmeguenai &
Hansel, 2005; J. W. Lin et al., 2000; Mulkey, Herron, & Malenka, 1993), incluyendo la

modulacién directa de receptores AMPA (Launey, Endo, Sakai, Harano, & Ito, 2004).

Varios estudios han descrito la participacion de esta familia de fosfatasas en los
mecanismos celulares inducidos por isquemia en el cerebro (Rundén et al., 1998; Su
et al., 2007; Yi & Simpkins, 2008), y en particular se ha visto vinculada directamente a
los mecanismos efectores de ciertos neuroprotectores. Por ejemplo, se demostré
qgue PP2A juega un rol en la neuroproteccién mediada por estrégeno en el modelo de
oclusidn transitoria de la arteria cerebral media (Yi & Simpkins, 2008). Por otro lado,
otros autores han postulado que la proteccion establecida por el compuesto propofol
es mediada por la disminucion en la expresion y/o en la actividad de PP2A. Por un
lado, Zhu y colaboradores demostraron que la disminucidn en la expresién de PP2A
inducida por el propofol mejora la inflamacién endotelial inducida por
hipoxia/reoxigenacién en un modelo in vitro (Zhu et al., 2015). Por otro lado, Lu y
colaboradores demostraron, en un modelo que mimetiza la hipoxia mediante el
tratamiento con CoCl2, que el propofol protegio a las células hipocampales HT22 de
la injuria celular y de las apoptosis mediante disminucion en la expresion de PP2A, lo
que llevaria a la expresién aumentada de la proteina antiapoptdtica Bcl-2, revirtiendo

la viabilidad celular (Lu et al., 2017).

En el presente trabajo encontramos que la quercetina disminuye significativamente
la expresidn de la subunidad Aa de la fosfatasa 2A, la cual es indispensable para el
ensamblaje del complejo funcional de esta fosfatasa, por lo que niveles disminuidos
de esta subunidad se espera que repercutan en menores niveles de la fosfatasa

funcional (Activa o inactiva). En base a la bibliografia podriamos postular a esta
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fosfatasa como un nuevo candidato a ser evaluado en la busqueda de la elucidacion
de los mecanismos efectores de la quercetina. Siendo éste un candidato
aparentemente novedoso, dado que no encontramos vinculacidon en la bibliografia

entre nuestro compuesto de interés y dicha proteina.

Protein phosphatase 3, catalytic subunit, alpha isoform. Esta proteina es una
subunidad de l|a fosfatasa 3, también conocida como fosfatasa 2B, o mas
comunmente como calcineurina. Es una fosfatasa ampliamente distribuida,
conservada, con una gran expresién a nivel cerebral, y cuya actividad es regulada por
calcio y calmodulina (Joseph et al., 1998; Klee, Crouch, & Krinks, 1979; Y. V. Liu et al.,
2007). Esta enzima es un heterodimero conformado por una subunidad catalitica, y
una subunidad reguladora de unidn a calcio. La calcineurina estd involucrada en
multiples procesos celulares (como activacién de células T) y controla la sintesis de
citoquinas mediante la defosforilacion de una familia de factores de transcripcion
llamados NF-ATs (por su nombre en inglés nuclear factor of activated T cells). Por
otro lado, se ha visto que un aumento en la actividad de la calcineurina promueve la
expresion de HIF-1a (Y. V. Liu et al., 2007; Walczak-Drzewiecka, Ratajewski, Wagner,
& Dastych, 2008). HIF-1 es el factor inducible por hipoxia 1, un mediador crucial de
las respuestas adaptativas a baja disponibilidad de oxigeno, a través de la regulacién
transcripcional de proteinas requeridas para el transporte de oxigeno y el
metabolismo energético (C.-J. Hu, Wang, Chodosh, Keith, & Simon, 2003). En el
presente trabajo encontramos que la quercetina aumenta los niveles de expresion de
la subunidad catalitica de esta fosfatasa, lo que podria llevar a un aumento de la
expresion de HIF-1a, siendo este un posible mecanismo de proteccion. Sin embargo,
algunos estudios han demostrado que la quercetina inhibe la actividad de Ia
calcineurina, con efectos inmunosupresores asociados en modelos en cultivo, y en un
modelo de tumor de mama (Lei et al., 2011; H. Wang, Zhou, Lei, & Wei, 2010; X. Zhao
et al., 2016; Y. Zhao et al., 2016), por lo que seria de interés evaluar directamente el

nivel de actividad de esta enzima en el contexto de asfixia perinatal.

Pyruvate kinase. Esta enzima participa del metabolismo glicolitico, mediante la
transferencia de un grupo fosfato desde el fosfoenolpiruvato a ADP, con la
produccién de ATP y piruvato, por lo que es considerada una enzima esencial en la
glicdlisis (Gupta & Bamezai, 2010). De acuerdo con nuestros resultados habria un
aumento en la expresion de esta enzima tras el evento asfictico, resultados que

concuerdan con los de otros autores en células en cultivo (Ptashne, Allan, & Robil,
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1985; Shimizu, Uehara, & Nomura, 2004) y en modelos de isquemia/reperfusion
(Boin, Silva, Souza, Santos, & Leonardi, 2006). Este aumento en la expresion de la
piruvato quinasa se debe a que esta enzima es uno de los blancos de activacion de la
transcripcién de HIF-1 (Luo et al., 2011; Shimizu et al., 2004). La sobreexpresion de
esta enzima in vitro conferiria resistencia a las células frente a la injuria hipdxica
(Shimizu et al.,, 2004). Ademas, el tratamiento con piruvato ejerce efectos
neuroprotectores frente a un trauma cerebral (Ryou et al., 2012; Zlotnik et al., 2012).
Por otra parte, varios flavonoides, incluida la quercetina, tendrian un efecto
inhibitorio sobre la piruvato quinasa, evaluado en condiciones in vitro (Aslan, Guler,
& Adem, 2016). En este trabajo encontramos una disminucidn de la expresion de esta
enzima tras el tratamiento con quercetina. En base a esta informacién podriamos
concluir que esta regulacién negativa podria constituir una situaciéon detrimental, y
no neuroprotectora de la quercetina. Sin embargo, no podemos descartar la
posibilidad de que quizas los efectos beneficiosos de la quercetina por otros
mecanismos de accién hayan hecho innecesario el aumento en la expresién de esta

proteina, o que hayan generado un retorno a los niveles basales mds rapidamente.

Guanine nucleotide-binding protein G(o) subunit alpha. Las proteinas G
heterotriméricas estan constituidas por las subunidades Ga, GB y Gy, componentes
gue median la sefializacién intracelular de los receptores acoplados a proteina G. Una
vez activadas, las proteinas G heterotriméricas se disocian en dos moléculas
funcionales: el mondmero Ga unido a GTP, y el dimero GBy, ambos se unen y activan
diferentes proteinas efectoras rio abajo (Oldham & Hamm, 2008). En base a la
homologia de secuencia y la similaridad de funciones de las subunidades a, las
proteinas G se dividen en 4 clases: Gs, Gifo, Gq and G12/13 (He, Neves, Jordan, &
lyengar, 2006). Go es una de las proteinas mas abundantes en el tejido cerebral y
juega funciones criticas de regulacion de la excitabilidad neuronal y la

neurotransmisién en la funcidn y el desarrollo cerebral (Nakamura et al., 2013).

En el presente trabajo encontramos que la quercetina produce una disminucion en la
expresion de la subunidad a de la proteina Go. La relacién entre GBy y Ga es critica
en mediar la transduccién de sefiales de ciertos receptores y efectores en la
membrana celular. Naragoni y colaboradores plantean que algunos fitoestrégenos,
como el coumestrol y Genisteina, iniciarian la actividad transcripcional en las células
mediante el control de la relacién By/a. Un cambio en esta relacion de subunidades

podria potencialmente cambiar la ejecucién de estimulos iniciados a nivel de la
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membrana celular a través de los receptores acoplados a proteina G (Naragoni,

Sankella, Harris, & Gray, 2009).

Es evidente que la asfixia perinatal afecta una multiplicidad de procesos y funciones
celulares, por lo que los tratamientos con sustancias farmacoldgicas y terapéuticas
con acciones amplias, y diversas, como la quercetina, podrian constituir un abordaje
de gran eficacia. El enfoque protedmico permitié, por tanto, identificar algunas de las
vias y procesos que son regulados por la asfixia y el tratamiento con quercetina, y nos
proporciond nuevos candidatos a ser evaluados para elucidar el rol que juegan en los

mecanismos de dafio y/o proteccion.
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Conclusiones

En el presente trabajo nos propusimos evaluar la capacidad neuroprotectora de la
guercetina en un modelo de asfixia en ratas neonatas, con el fin de contribuir a la
comprension de los mecanismos de dafio y de proteccion en este contexto. El

abordaje utilizado nos permitio:

e Confirmar el acceso al cerebro del preparado nanosomal administrado por
via intraperitoneal e intranasal.

e Evidenciar el efecto positivo del tratamiento con quercetina en la sobrevida
de los animales asficticos.

e Describir los cambios que la asfixia produce sobre pardametros
comportamentales tanto locomotores como cognitivos y emocionales.

e Demostrar que la quercetina logré revertir el déficit en el reflejo de
enderezamiento en machos, mostro tendencia a mejorar la memoria olfativa
en hembras y reestablecid el nimero de ultravocalizaciones en machos y
hembras durante la interaccién materna, asi como la actividad locomotora y
de exploracion en machos durante la prueba de campo abierto.

e Evaluar las propiedades antioxidantes y antiapoptéticas de la quercetina en
este modelo, encontrando efectos leves.

e Identificar mediante un abordaje protedmico posibles blancos de accion del
tratamiento con quercetina, relacionados con la sefializacién celular, la
regulacién traduccional, la transmisién sindptica y el guiado axonal, entre

otros.
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Perspectivas

Mas alld de las contribuciones del presente trabajo a la comprensién de los
mecanismos efectores de la quercetina que median su neuroproteccién, aun quedan

muchas preguntas por responder.

Respecto a la biodisponibilidad seria muy informativo evaluarla en animales
asficticos, ya que la asfixia podria determinar cambios en sus niveles o en su dindmica

temporal.

Por un lado, seria de gran interés evaluar los niveles de muerte celular a distintas
edades, y ahondar en los diferentes mecanismos de muerte celular presente, no sélo
en la apoptosis. A su vez, seria informativo incluir otras areas del cerebro que
sabemos que tienen una especial susceptibilidad al dano asfictico, y que no fueron
incluidos en el presente trabajo, como estriado y cerebelo, entre otros. En este
aspecto seria interesante estudiar este pardmetro a los 70 dias postnatales, y ver
como se relaciona con los resultados respecto al peso del hipocampo, obtenidos en

este trabajo.

Por otro lado, es necesaria la confirmaciéon y profundizacion de los resultados
obtenidos con 2D-DIGE por otras técnicas especificas como Western Blot para
confirmar los cambios en los niveles proteicos, identificar isoformas y/o estados de

fosforilacién, PCR en tiempo real para evaluar la expresion a nivel transcripcional, asi

como otros ensayos que evaluan actividad e interaccién, entre otros.

Ademas, se podrian complementar los resultados obtenidos en la evaluacion de las
alteraciones neurocomportamentales que provoca la asfixia, y el establecimiento del
efecto de la quercetina sobre los mismos, mediante la realizacién de pruebas de
memoria espacial (por ejemplo, el laberinto acuatico de Morris), realizacion de
pruebas de ansiedad adicionales (como el laberinto en cruz elevado), y pruebas de

interaccion social, entre otros.

El preparado de quercetina ensayado es por tanto una estrategia prometedora, sin
embargo, seria interesante evaluar si la reiteracién del tratamiento a diferentes
tiempos luego de la asfixia profundiza los efectos observados en este proyecto, dado
que los mecanismos que generan el dafio neuroldgico debido a la asfixia constituyen

procesos que perduran y se extienden en el tiempo mds alld del evento inicial. Otro
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punto a evaluar es la posibilidad de efectos sinérgicos en la combinacion de terapias

como la hipotermia controlada.
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