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RESUMEN

BDNF es parte de un grupo de proteinas llamadas neurotrofinas, secretadas por el
SNC, cuya funcion es permitir o promover la sobrevida, proliferacion, diferenciacion y
crecimiento de las neuronas, al igual que el crecimiento de axones y dendritas. Segun
estudios inmunohistoquimicos, el receptor para BDNF, TrkB, tiene una amplia distribucion
en la membrana de la neurona piramidal y de menos extensa en la membrana de neurona no
piramidal. Se piensa que las neurotrofinas participan en la fisiopatologia de la epilepsia de

I6bulo temporal.

La induccion del status epilepticus (SE) por acido kainico da como resultado una
gran reorganizacion de los circuitos neuronales, fendmeno que ha sido estudiado con
anterioridad en el hipocampo. La neurotrofina BDNF, actuando por medio de su receptor
TrkB, ha sido implicada en esta reorganizacion. En la presente memoria de titulo se
investigo en la corteza de ratas, como los cambios regionales en la expresién de TrkB se
correlacionan con la fragmentacion de ADN (apoptosis) o con alteraciones en la

morfologia neuronal, por medio de Western blot e inmunohistoquimica.

Se encontr6 que la proteina completa de TrkB disminuy6 en la corteza cerebral al
ser medida 24 horas hasta 1 semana despueés de la induccion del SE. Los analisis por medio
de inmunohistoquimica revelaron una disminucién en la inmunorreactividad de TrkB 72
horas después de la induccién del SE, en la capa V de la corteza motora primaria a nivel
rostral y de la corteza retroesplénica a nivel medial. La disminucion de TrkB fue asociada
con atrofia de la dendrita basal en las neuronas piramidales de la capa V de la corteza
retroesplénica. No se observd correlacion entre los cambios regionales de la proteina TrkB

y la fragmentacion del ADN, medida mediante TUNEL.

Los resultados sugieren que TrkB disminuye en regiones neocorticales especificas
lo que se correlaciona con retraccion dendritica, pero no con pérdida celular después de las
crisis epilépticas. La disminucién global de TrkB en la neocorteza y la atrofia dendritica

pueden contribuir en la propagacion de la crisis epiléptica en el cerebro epiléptico.



SUMMARY

BDNF belongs to a group of proteins called neurotrophines, which function is to
promote the survival, spread, differentiation and neuron growth, and axon and dendrite
growth too. Inmunohistochemical studies show that the receptor for BDNF, TrkB, has a
large distribution in the piramidal neuron membrane and a minor distribution in the non
piramidal neurons membrane. Neurotrophines would take part of the fisiopathology of the

temporal lobe epilepsy.

Induction of status epilepticus (SE) by kainic acid results in a large reorganization
of neuronal brain circuits, a phenomenon that has been studied primarily in the
hippocampus. BDNF, by acting through its receptor TrkB, has been involved in this
reorganization. The present work investigates in rat cortex, how the regional changes in
TrkB expression are correlated with DNA fragmentation (apoptosis) and with neuronal

morfological alterations, using Western blot and inmunohistochemistry.

The full length TrkB decrease in the cerebral cortex at 24 hours, effect that was held
for one week after SE induction. The inmunohistochemical analysis revealed a decreased in
TrkB inmunoreactivity 72 hours after SE induction, in layer V of the primary motor cortex
at the rostral level and of the retroesplenial cortex at the medial level. The decreased of
TrkB was related with basal dendritic atrophy in the layer V piramidal neurons of the
retroesplenial cortex. It was not observed a correlation between regional changes of the
TrkB protein and DNA fragmentation, using TUNEL.

The results of this work suggest that TrkB decrease in specific neocortical regions
wich is correlated with dendritic retraction, but not with neuronal loss after a seizure. The
total TrkB decreased in the neocortex and the dendritic atrophy would contribute in the

propagation of a seizure in the epileptic brain.
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INTRODUCCION

La epilepsia es una patologia neuroldgica que se caracteriza por presentar
hiperexcitabilidad neuronal, lo que se manifiesta como crisis epilépticas. Durante y despues
de las crisis epilépticas, los circuitos neuronales se remodelan, contribuyendo
potencialmente a un empeoramiento progresivo de dicha enfermedad. Las alteraciones
inducidas por crisis epilépticas van desde muerte neuronal hasta reorganizacion
morfolégica y funcional de circuitos neuronales. Estos procesos son regulados por
proteinas llamadas neurotrofinas. Entre las neurotrofinas, el Factor Neurotréfico Derivado
del Cerebro (BDNF), que actia a través de su receptor especifico TrkB, adquiere
importancia ya que estd en discusion si participa en la epileptogénesis, esto es, en la
generacion y progresion del estado neuronal hiperexcitable.

TrkB se expresa en neuronas corticales, pero también en otras estructuras
encefalicas como el hipocampo, una estructura del lébulo temporal. ElI hipocampo es
particularmente relevante en las epilepsias adquiridas, en que un insulto inicial (por
ejemplo, una convulsion) gatilla una reorganizacion neuronal, lo que transforma al
hipocampo en foco epiléptico. Si bien BDNF estd potencialmente implicado en la
epileptogénesis del l6bulo temporal, no se sabe si participa en la reorganizacion de la

corteza cerebral después de una convulsion.

En este trabajo, se indujo convulsiones con é&cido kainico para estudiar la
reorganizacion cortical. La hipotesis fue que aumentos de TrkB, y su interaccion con
BDNF en la corteza, se correlacionarian con crecimiento dendritico y/o neuroproteccion.
Para ello, se examind la relacion entre los niveles de TrkB, muerte neuronal por apoptosis y

cambios en la morfologia neuronal después de convulsiones.



REVISION BIBLIOGRAFICA

1. EPILEPSIA

La epilepsia es el desorden neurolégico mas comudn en el mundo, y una causa
importante de mortalidad y discapacidad en los paises desarrollados (Burneo et al, 2005).
Es una enfermedad crénica que se caracteriza por presentar hiperexcitabilidad neuronal.
Como consecuencia de ello, los pacientes presentan crisis epilépticas recurrentes e
impredecibles, que son producto de una descarga sincrénica de poblaciones neuronales del
sistema nervioso central (SNC). Estas crisis pueden ser o no convulsivas y presentar
fendmenos transitorios de distinta indole, como pérdida de conciencia, manifestaciones
motoras, sensoriales, autonémicas o psicoldgicas, 0 combinaciones de estos eventos que
pueden ser percibidos por el paciente o un observador (Shneker y Fountain, 2003; Berendt,
2003; Chapel et al, 2003).

Se sabe que la epilepsia afecta alrededor de un 1% a 3% de la poblacién humana
mundial. Actualmente, con los tratamientos farmacoldgicos disponibles, es posible
mantener libre de sintomas sélo a un 50% a 70% de los pacientes, mientras que el resto

sigue experimentando crisis (Pitkanen y Sutula, 2002; Shneker y Fountain, 2003).

Esta patologia es parte importante de la clinica veterinaria, siendo el segundo
desorden neuroldgico mas comun en nuestras mascotas. La prevalencia de la epilepsia en
caninos varia entre un 0,5% a un 5%, mientras que en gatos ha sido estimada en 0,5%.
Existe una predisposicion racial en perros que ha sido reportada en el Beagle, Keeshound,
Tervuren Belga, Golden Retriever, Labrador Retriever, Vizla y Pastor de Shetland
(Berendt, 2003).



1.1. CLASIFICACION Y CAUSAS DE LA EPILEPSIA

Las crisis epilépticas pueden ser clasificadas segln su etiologia, sitio de origen,
forma clinica, frecuencia o caracteristicas electrofisiologicas. Los esquemas de
clasificacion han sido cambiados en muchas ocasiones, pero el mas cominmente usado es
el de la Comision de Clasificacion y Terminologia de la Liga Internacional contra la
Epilepsia (ILAE, por “International League Against Epilepsy”) que clasifica la epilepsia y
sindromes epilépticos segun su etiologia (Shneker y Fountain, 2003; Guerrini, 2006) en:

Epilepsia idiopatica o primaria. Su causa era desconocida, pero los recientes
avances en biologia molecular han demostrado que muchas de ellas se deben a mutaciones
en canales i6nicos. Como consecuencia, se altera la excitabilidad neuronal, y en algunos

casos, la transmisiéon sinaptica (Gardiner, 2005; Stephenson y Zuberi, 2005; Graves, 2006).

Epilepsia sintomética o secundaria. Tiene una causa conocida. La epilepsia es
sintoma de la enfermedad, que ocurre como consecuencia de una malformacion, tumor,
trauma, vasculopatias, infecciones, hipoxia perinatal o enfermedades metabdlicas (Chapel
et al, 2003).

Epilepsia criptogénica. La palabra criptogénica se refiere a un origen escondido,
pues se cree tiene una base multifactorial siendo su causa final desconocida (Berendt,
2003). En algunos casos se ve asociado a la presencia de signos neuroldgicos como retraso
mental o hemiparesia, por lo que también se consideran sintoma de la enfermedad (Jallon y
Latour, 2005).

La ILAE a su vez clasifica los sindromes epilépticos segln la forma clinica y
caracteristicas electroencefalograficas en generalizada o parcial. La primera presenta
pérdida de conciencia y es bilateral, ocurriendo con participacion difusa de toda la corteza.

A su vez, en la epilepsia parcial se identifica una zona determinada de la corteza como



origen (McNamara et al, 2006; Guerrini, 2006). Las crisis parciales se subdividen en crisis
parciales simples (cuando no hay pérdida de conciencia) y complejas (cuando hay pérdida
de conciencia). Las crisis parciales desde su foco de origen pueden generalizarse a traves
de vias interhemisféricas o a través de areas subcorticales como nucleos basales, tdlamo o

tronco cefalico (Chapel et al, 2003).

En veterinaria, la nomenclatura para la epilepsia ha derivado en gran parte de la
humana, pero al igual que en esta Gltima, no ha habido acuerdo para estandarizar la
terminologia. Como consecuencia, la literatura en esta materia es a veces confusa

considerando sus definiciones e interpretaciones.

1.2. CONSECUENCIAS DE LA EPILEPSIA Y PROCESO EPILEPTOGENICO

Se ha demostrado ampliamente que los eventos convulsivos tienen consecuencias
severas y duraderas en la citoarquitectura y en las funciones del cerebro, eventos
influenciados por el fondo genético y el tipo de crisis que se presente. Entre sus

consecuencias directas se encuentran (Meldrum, 2001; Pitkénen y Sutula, 2002):

Induccion de muerte neuronal por apoptosis 0 necrosis.

- Incremento o reduccion de la neurogénesis.

- Crecimiento de brotes axonales y dendriticos.

- Alteracion de la expresion génica.

- Alteracion de la funcion sinaptica.

- Alteracion en la funcionalidad de los canales iénicos.

- Alteracion en la composicién de las subunidades de los receptores.

- Alteracion en la morfologia neuronal.

- Activacion y proliferacion de las células gliales.

- Reorganizacion molecular de la membrana, proteinas de la matriz extracelular y de

los intermediarios de la homeostasis.



En la epilepsia adquirida, un insulto cerebral inicial gatilla una cascada de eventos
neurobioldgicos durante un periodo de latencia correspondiente a la epileptogénesis (Figura
N° 1), el cual, al cabo de un tiempo variable (semanas) lleva a la ocurrencia de crisis
espontaneas Yy al diagndstico de epilepsia. El insulto inicial puede ser un status epilepticus
(SE, que es definido como convulsiones ininterrumpidas que duran mas de 5 minutos),
trauma, lesion o infeccidon. Ademas, las crisis recurrentes pueden contribuir a la progresion
del desorden (McNamara, 1999; Pitkdnen y Sutula, 2002; Herman et al, 2002). El término
progresion se refiere al continuo cambio funcional de las redes neuronales del SNC, lo que
se debe a reorganizacion neuronal y sinaptica (Pitkanen y Sutula, 2002). Una de las
epilepsias frecuentemente adquiridas en el humano es la epilepsia del 16bulo temporal, la
cual es la principal causa de epilepsia refractaria. En ella, el foco epiléptico se ubica en el
I6bulo temporal, generando crisis parciales simples y complejas recurrentes. Como
resultado, ocurre pérdida neuronal y esclerosis o gliosis, y por ende, pérdida de volumen

hipocampal y cortical (Zhang et al, 2002; Chapel et al, 2003; Volcy-Gomez, 2004).

Para el trabajo de esta tesis, se utiliz6 un modelo de epilepsia temporal. Para ello,
ratas fueron inyectadas intraperitonealmente con acido kainico (&cido 3-pirrolidinoacetico),
un agente que estimula sinapsis glutamatérgicas (Rudge et al, 1998; Schetty et al, 2003).
Ello induce un SE en forma aguda, luego de media hora de la inyeccion (Pastor et al,
2006). Semanas después de este insulto inicial, los animales presentan epilepsia. Por lo
tanto, este periodo sin crisis espontaneas corresponde al periodo de epileptogénesis, durante
el cual las estructuras temporales telencefélicas desarrollan hiperexcitabilidad y por lo

tanto, se convierten en foco epiléptico (McNamara et al, 2006; Siegel et al, 1999).
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INSULTO INICIAL:
- Trauma craneano

- Golpes
- Infeccién
- SE

REORGANIZACION DURANTE LA
EPILEPTOGENESIS:
- Pérdida neuronal (aguda o lenta)
- Neurogénesis
- Gliosis
- Plasticidad (Axonal y dendritica)
- Inflamacién
- Reorganizacion molecular

Periodo de latencia
(Epileptogénesis)

Disminucion de la
capacidad cognitiva

N

4

Epilepsia
(Crisis espontanea)
Crisis Buen
REORGANIZACION CONTINUA recurrente cor?tr_ol
DEBIDO A CRISIS RECURRENTES: Crisis
- Pérdida neuronal (aguda o lenta)
- Neurogénesis
- Plasticidad (axonal y dendritica)
- Plasticidad
- Reorganizacion molecular
Empeora la Epilepsia de
capacidad I6bulo temporal Sin progresion
cognitiva refractaria

Figura N° 1: Diagrama del proceso epileptogénico a partir de un insulto cerebral inicial

Sutula, 2002)

. (Pitkénen y
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1.3. TERAPIA DE LA EPILEPSIA

Como la epilepsia es una enfermedad progresiva, un tratamiento temprano efectivo
seria importante para prevenir las secuelas en el largo plazo. Este argumento hace presumir
que la terapia con drogas antiepilépticas (DAE) deba ser instaurada en cualquier paciente
que haya sufrido una sola crisis sin causa aparente (Shneker y Fountain, 2003). De todos
modos se debe tener en cuenta que la terapia con DAE es so6lo sintomética y muchas veces
inefectiva, (McNamara et al, 2006).

AUn, pacientes tratados con DAE pueden continuar experimentando crisis, lo que se
asocia con disminucion de la capacidad cognitiva (Pitkénen y Sutula, 2002). En el caso de
la epilepsia que no responde a terapia farmacoldgica o pacientes que experimentan efectos
secundarios intolerables a ésta, las alternativas son el manejo quirtrgico de epilepsias
parciales, lo que requiere de la identificacion del foco epiléptico. También, la estimulacién
vagal puede prevenir o reducir las crisis (Shneker y Fountain, 2003). En caninos, la
estimulacion nerviosa vagal por compresion digital de los bulbos oculares ha demostrado
ser benéfica en algunos pacientes (Zabara, 1992; Beredent, 2003). Otro tratamiento
alternativo en algunas epilepsias infantiles es la dieta ketogénica, y ha sido propuesta como
una alternativa terapéutica en el manejo de la epilepsia canina, aunque los niveles de
ketosis logrados en perros son menores a los logrados en nifios que mantienen bajo control
sus crisis con esta dieta (Beredent, 2003; Chandler, 2006).

1.4. FISIOPATOLOGIA DE LA EPILEPSIA

En la epilepsia ocurre un desbalance entre circuitos excitadores e inhibidores
centrales. Los neurotransmisores involucrados son el L-Glutamato, el neurotransmisor
excitatorio mas abundante, y el &cido gamma-amino-butirico (GABA), el neurotransmisor
inhibidor méas abundante. De esta manera, un exceso de neurotransmision glutamatérgica o
una deficiencia de neurotransmision GABAérgica pueden causar hiperexcitabilidad, lo que
se traduce en despolarizaciones mantenidas de la membrana neuronal. Una consecuencia de

la actividad neuronal aumentada es que ocurre una excesiva entrada de Ca*? y Na" al
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interior de la célula, lo que activa mecanismos que llevan a la destruccion celular (Barakat
et al, 2000; Tejeiro y Gomez-Serrano, 2003).

2. ANATOMIA FUNCIONAL DEL CEREBRO

2.1. NEURONA'Y SINAPSIS

La neurona es la unidad anatomica y funcional del sistema nervioso. Como fue
reconocido por Santiago Ramon y Cajal, las neuronas son unidades discretas que se
comunican entre si en sitios especializados llamadas sinapsis. La neurona es una célula
polarizada, en la cual se diferencian 4 regiones con diferentes funciones: el cuerpo celular,
dendritas, axon y terminales axdnicos (Figura N° 2). Una caracteristica importante de la
neurona es la elaborada arborizacion dendritica que surge del cuerpo celular, cuya funcién
es recibir las sefiales quimicas desde el terminal axdnico de otras neuronas (Figura N° 3)
(Lodish et al, 2000; Purves et al, 2001). En muchas neuronas corticales, las dendritas estan
provistas de pequefias protrusiones Ilamadas espinas dendriticas, que se pueden observar
con métodos como la tincién de Golgi o por microscopia electronica (Siegel et al, 1999).
Las espinas representan el compartimiento postsinaptico de las sinapsis excitatorias
glutamatérgicas, donde cada espina forma una sinapsis con un terminal presinaptico.
Ademas de tener diversa morfologia, las espinas tienen gran movilidad y plasticidad en
periodos cortos de tiempo. Ramon y Cajal las describié como el sustrato bioldgico de la
memoria, e hipotesis proponen que los cambios en su morfologia o aparicién de nuevas
espinas pueden ocurrir durante el aprendizaje, donde especialmente aquellos cambios
relacionados con la formacion de nuevas sinapsis pueden persistir durante toda la vida y
ademas ser un almacén de memoria (Wong, 2005). Los axones son largas prolongaciones
unicas que nacen en el cuerpo neuronal especializadas en la conduccion de sefiales
eléctricas que viajan desde el cono axdnico hacia los terminales axénicos (Figuras N° 2 y
3). Estas sefiales eléctricas son los potenciales de accion, que una vez que llegan a la

terminacién provocan entrada de Ca™ y exocitosis de vesiculas sinapticas, las cuales

13



contienen neurotransmisores. Estos a su vez, interactian con receptores especificos

ubicados en la neurona postsinaptica (Lodish et al, 2000).

Figura N° 2

b

Dendritas

@
Cuerpo

celular

|
Transmision
L sefial I'
Ax6n r\ Ax6n

=5 |
|\ /  TAX

Terminales
axonicos

Figura N° 3
Transmision Sinapsis Dendrita
sefial 0
/ &
Axén /
Cuerpo Terminal Ax6n
celular axonico
Neurona presinaptica Neurona postsinaptica

Figura N° 4

Terminal axénico Ax6n neurona presinaptica

Vesiculas
sinapticas Neurotransmisor
Espacio
sinaptico

. Receptores de
neurotransmisores
Célula postsinaptica

Figura N° 2: Esquema de dos neuronas en donde se observan sus dominios funcionales y la direccion
que sigue la sefial eléctrica desde las dendritas hacia el axén. Figura N° 3: Esquema que muestra la
sinapsis entre una terminacion axénica y una dendrita, sefialando la direccion de la sefial eléctrica.
Figura N° 4: Esquema a mayor escala de una sinapsis. (Molecular cell biology).
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Las sinapsis son sitios de contacto especializados entre neuronas. Se distingue un
terminal presindptico que secreta los neurotransmisores que esta precisamente alineado
frente a la membrana postsinaptica, que contiene los receptores (Figura N° 4). La
interaccion del neurotransmisor con receptores postsindpticos produce cambios en la
permeabilidad a iones, determinando cambios de su potencial eléctrico (Lodish et al, 2000;
Purves et al, 2001).

Entre los neurotransmisores mas abundantes, el GABA produce una
hiperpolarizacion de la membrana ya que ingresa CI™ a la célula, mientras el Glutamato
produce una depolarizacién de la membrana mediada por el ingreso de Na* y/o Ca*. Los
cambios de potencial de membrana que ocurren en una neurona en un momento dado, se
integran en el cono axonico, la zona donde nace el axén, una zona especializada donde se
generan potenciales de accion. Aqui, hay una alta densidad de canales de sodio sensibles a
potencial. Si la depolarizacion alcanza el nivel umbral, se activan los canales de sodio y se
dispara el potencial de accion el cual se propaga hasta llegar a las terminaciones. Los
axones en general son mielinizados. En el SNC, la mielina es producida por un tipo de

célula glial denominada oligodendrocito (Bustamante, 1994).

Una sola neurona puede contactar muchas otras neuronas, pero también recibe miles
de sinapsis en su arbol dendritico. De esta manera, el sistema nervioso es capaz de recibir

informacidn, procesarla y ejecutar respuestas.

2.2. REGIONES CEREBRALES

El SNC estd compuesto por la médula espinal, el tronco encefalico, diencéfalo y
telenceéfalo (Kandel, 1991). El presente estudio se centro en el telencéfalo, constituido por
la corteza cerebral y el hipocampo. En particular, se estudié como responde la corteza a un
insulto inicial (un SE) que, después de un periodo de epileptogénesis, induce epilepsia
temporal, o sea, hiperexcitabilidad espontanea en estructuras del l6bulo temporal,

incluyendo al hipocampo.
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La corteza cerebral de los mamiferos es una capa de sustancia gris.
Anatomicamente, existen dos hemisferios cerebrales y cada uno de ellos se divide en 4
I6bulos: frontal, parietal, temporal y occipital (Kandel, 1991). La corteza se divide
funcionalmente en corteza sensorial, motora y de asociacion. Las cortezas sensoriales
reciben las aferencias desde estructuras sensoriales periféricas que informan al sujeto
acerca del medio ambiente. Asi, las aferencias del oido llegan a la corteza auditiva primaria
(en el hombre, la circunvolucién temporal superior), o las aferencias del ojo llegan a la
corteza occipital o corteza visual primaria. Las cortezas motoras a su vez se activan cuando
se ejecutan movimientos. Las cortezas de asociacion son multimodales y se asocian con el

procesamiento de la informacion (Valverde, 2002).

La corteza cerebral presenta una organizacion celular caracteristica, pudiendose
distinguir diferentes capas celulares: El isocortex o neocorteza presenta 6 capas celulares
mientras que en una corteza filogenéticamente mas antigua, llamada allocortex, se observan
solo 3 capas celulares. Esta ultima estéa representada por el archicortex (hipocampo y giro
dentado) y el paleocortex (corteza olfativa) (Purves et al, 2001; Valverde, 2002). Cada una
de estas capas contiene neuronas cuya morfologia es caracteristica. Entre ellas se

distinguen (Bustamante, 1994):

= Neuronas piramidales, las hay desde pequefias hasta gigantes (cuerpo de 10 a mas
de 100 pum), su cuerpo celular es piriforme y poseen una dendrita apical prominente.

= Neuronas granulares o estrelladas, que miden 4-8 um.

= Neuronas fusiformes o polimorfas, de forma y tamafio variable.

= Neuronas horizontales de Cajal que son pequefias y fusiformes, orientadas
horizontalmente.

= Neuronas de Martinotti que son pequefias células multiformes presentes en todos

los niveles de la corteza.
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En algunas capas neocorticales predominan las neuronas granulares y en otras, las
piramidales. Ademas, la corteza contiene axones aferentes o eferentes que se pueden
observar con tinciones contra mielina. Las capas celulares se pueden observar al

microscopio Optico utilizando diversas tinciones y son (Figura N° 5):

= Capa molecular o plexiforme con escasas células y numerosas fibras horizontales
(.

= Capa granular externa o capa de las piramides pequefias con células piramidales y
granulares pequefias (I1).

= Capa piramidal externa con células piramidales de tamafio mediano (l11).

= Capa granular interna con células granulares pequefias (1V).

= Capa piramidal interna o de las grandes pirdmides (V).

= Capa de células fusiformes o polimorfas (VI).

Capa |

Capa I1/111

Capa IV

Capa VvV

Capa VI

Figura N° 5: Disposicion de las capas neuronales en la neocorteza (a) Tincion de Golgi que muestra las
ramificaciones neuronales y (b) Tincion cresil violeta que muestra los cuerpos neuronales. Modificado
de World wide web <http://membres.lycos.friwamcyril/physio-page02.htm>
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El hipocampo, con una evolucién intermedia entre la paleocorteza olfatoria y la
neocorteza, forma parte del sistema limbico. Es una invaginacion en el interior de la
prolongacion temporal del ventriculo lateral, en la cual forma su piso (Bustamante, 1994).
Sus neuronas forman complejos circuitos que tienen un rol importante en el aprendizaje,
memoria y emociones (Kandel, 1991). El hipocampo forma un gran cilindro abierto a un
lado, cuya estructura principal, el asta de Ammon (con zonas denominadas CA1l, 2, 3y 4)
siguen la misma forma. La organizacion histologica del hipocampo difiere de la del resto
de la corteza, pues como dijimos anteriormente tiene solo 3 capas, en que la capa
intermedia estd formada por células piramidales. En el asta de Ammdn, las células
piramidales aumentan de tamafio desde CAl a CA3, con dendritas apicales, que
disminuyen en largo de CA1 a CAS3, las que se dirigen hacia la superficie de la corteza. La
via de entrada del hipocampo es la via perforante, la cual contacta la corteza entorrinal con
las neuronas granulares del giro dentado. Estas neuronas a su vez emiten axones, las
Ilamadas fibras musgosas, que contactan las neuronas piramidales de CA3. Finalmente, las
neuronas piramidales de la CA3 se conectan con las de la CAl por colaterales axdnicas
(lamadas colaterales de Shaffer). Las neuronas de la CAl se encuentran frecuentemente
lesionadas en casos de epilepsia de l6bulo temporal (Figura N° 6) (Bustamante, 1994;

Hargreaves, 1995).

o e R o

.| Figura N° 6: Circuitos sinapticos en
el hipocampo. En naranjo las fibras
| aferentes de la corteza entorrinal.
| En verde se observan las fibras
| musgosas que nacen en el giro
dentado y se comunican con la zona
CA3. En rojo se muestran las
| neuronas piramidales de la CA3 y
las colaterales de Schaffer, que
comunican con las neuronas
piramidales de la CAl en azul.
(Modificado de Blitzer et al, 2005.
Biol Psychiat 57: 113)
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3. NEUROTROFINAS Y SUS RECEPTORES

3.1. NEUROTROFINAS

Las neurotrofinas forman parte de una gran familia de factores de crecimiento, o
citoquinas, que se secretan en el SNC y permiten la sobrevida, proliferacion, diferenciacion

y crecimiento de las neuronas, asi como el crecimiento de axones y dendritas.

Como ya se comento, se piensa que las neurotrofinas participan en la fisiopatologia
de la epilepsia del I6bulo temporal. Las neurotrofinas, o factores neurotréficos, son seis
pequefias glicoproteinas basicas que comparten entre un 50% a 60% de homologia en su
composicion aminoacidica (Leibrock et al, 1989). Cuatro de ellas han sido caracterizadas
en mamiferos. Ellas son: el factor de crecimiento neuronal (NGF), el factor neurotréfico
derivado del cerebro (BNDF), la neurotrofina 3 (NT-3), la neurotrofina 4 (NT-4) (ésta
ultima también conocida como neurotrofina 5 o NT-5), mientras que las otras dos, la
neurotrofina 6 (NT-6) y la neurotrofina 7 (NT-7), han sido identificadas sélo en peces y
probablemente no tengan homdlogos en mamiferos o aves (Huang y Reichardt, 2001). Las
neurotrofinas son secretadas al espacio extracelular y el efecto de ellas en las células blanco
depende de su interaccién con una familia de receptores transmembrana que son tirosina
kinasas y se denominan Trk. TrkA es el receptor para NGF, TrkB para BDNF y NT-4, y
TrkC para NT-3 (Figura N° 7) (Miller y Kaplan, 2001).

Todas las neurotrofinas interactian también con el receptor conocido como p75, 0
receptor “de baja afinidad” (Miller y Kaplan, 2001; Chao, 2003). Los receptores Trk
transmiten sefiales positivas, como aumento de la sobrevida neuronal y neurogénesis,
mientras que los receptores p75 transmiten sefiales tanto positivas como negativas. Estas

ultimas pueden llevar a la muerte neuronal por apoptosis (Miller y Kaplan, 2001).
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3.2. RECEPTORES TRK

Los receptores Trk son tirosina kinasas transmembrana que cuando se activan, se
autofosforilan. De esta manera, regulan diversas funciones celulares (Huang y Reichardt,
2003). Segun estudios inmunohistoquimicos, el receptor para BDNF, TrkB, tiene una
amplia distribucién en la membrana de neuronas piramidales de la capa V, donde esta
presente tanto en los somas, axones, dendritas y en las sinapsis, mientras que en neuronas
no piramidales se encuentra principalmente en sus somas (Cellerino et al, 1996; Yan et al,
1997).

O NGF, BDNF,
‘ NT3, NT4

e

, e X'X‘.l;llf‘lxl“l‘: VUL
Death
domain
TrkA TrkB TrkC p75
Figura N° 7

Figura N° 7. Receptores y sus neurotrofinas correspondientes. (Chao, 2003. Nat rev Neurosci 4 (4): 300)

BDNF es la neurotrofina mas abundante en el adulto, se secreta en las sinapsis del
telencéfalo donde tiene un papel importante en la plasticidad de la sinapsis, lo que se
relaciona con el aprendizaje y la memoria (Huang y Reichardt, 2003; Lee et al, 2001).

Cuando los receptores TrkB se encuentran inactivados o subactivados, p75 media la
apoptosis, por lo que se ha concluido que los receptores TrkB silenciarian la actividad
proapoptatica de p75 (Miller y Kaplan, 2001). Por otro lado, los receptores p75 se expresan

en niveles muy bajos (casi indetectables) en el SNC adulto en comparacién con TrkB (Yan
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y Johnson, 1989), en el cual se expresan sélo en respuesta a insultos cerebrales (Miller y
Kaplan, 2001).

Mediante procesamiento diferencial o alternativo se produce una isoforma de TrkB
trunca (TrkB 1), una molécula idéntica extracelularmente a TrkB pero que carece de su
dominio tirosina kinasa intracelular (Fryer et al, 1996). Estas isoformas truncas son mas
abundantes en células gliales en el SNC adulto (Ohira et al, 2005). Las funciones de estos
receptores truncos son pobremente entendidas y a pesar de ciertas evidencias que sugieren
que ellos pueden afectar directamente la sefializacion intracelular, la actividad tirosina
kinasa es esencial para la gran mayoria de las respuestas a neurotrofinas mediadas por
receptores Trk. (Huang y Reichardt, 2003). Se ha visto que en células no nerviosas, los
receptores truncos pueden aumentar la concentracion local efectiva de neurotrofinas
capturandolas y presentandolas al TrkB de largo completo (TrkB ¢, por “full length” TrkB).
Evidencia reciente también indica que las isoformas truncas ayudan a regular la expresion

de los receptores TrkB en la superficie celular. (Huang y Reichardt, 2003).

Por lo tanto, la respuesta de una neurona a una neurotrofina requiere que un receptor
Trk se exprese en la superficie celular. En cultivos de neuronas del SNC, se observd que
los receptores Trk se localizan en vesiculas intracelulares en la ausencia de sefiales. La
actividad eléctrica estimula la insercion de Trk en la superficie celular por exocitosis de las
vesiculas citoplasmaticas que contienen este receptor, lo que esta mediado por AMPc y
Ca*2. Asi, la actividad neuronal no sélo estimula la expresién y secrecién de BDNF, sino
ademas la presencia de TrkB en la membrana. Es esperable entonces que la actividad
eléctrica durante las crisis epilépticas lleve a un exceso de sefializacion por neurotrofinas
(Binder et al, 2001; Binder, 2004).

Diversos estudios muestran que después del SE, que lleva a epilepsia del 16bulo
temporal, se induce un aumento en la expresion de factores neurotroficos y de sus
receptores en el hipocampo (Rudge, 1997; Binder et al., 2001; Shetty, 2003). Algunos
estudios muestran que esto estaria asociado a neuroproteccién: la infusion crénica de

BDNF lleva a un incremento del neuropéptido Y (NPY) en el hipocampo, el cual es un
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inhibidor de la excitabilidad de éste (Riebel et al, 2001) y la interaccion de TrkB con los
receptores NMDA (N-metil-d-aspartato) disminuye la exitotoxicidad del glutamato (Zhu et
al, 2005). Sin embargo la mayoria de los estudios proponen que el aumento de BDNF seria
epileptogénico pues aumenta la excitabilidad neuronal, el crecimiento de axones, formando
asi sinapsis recurrentes, y la arborizacion dendritica, todo esto estudiado en el hipocampo
(Binder et al., 2001; Huang y Reichardt, 2003; Rose et al, 2004; Hu y Kalb, 2003;
Scharfman, 2005). Si bien estas acciones mediadas por BDNF pueden tener consecuencias
pro convulsivas, al mismo tiempo las sefiales de promocion de la sobrevivencia de TrkB
podrian contrarrestar la muerte celular inducida por al SE (Huang y Reichardt, 2003; Kalb,
2005).

TrkB activado (o sea, fosforilado) esta presente en el giro dentado, lo que se
correlacionaria con crecimiento de colaterales axonales que hacen sinapsis recurrentes
sobre neuronas excitadoras, aumentando asi la excitabilidad del circuito por una
retroalimentacion positiva (Shetty et al, 2003). Si bien el papel del BDNF en la
epileptogénesis en el hipocampo aln se discute, poco se sabe como BDNF participa en la

reorganizacion de la corteza cerebral después de SE.

4. APOPTOSIS

Las células tienen dos alternativas de muerte celular, la necrosis y la apoptosis, 0
muerte celular programada. La apoptosis depende de complejas cascadas celulares y por lo
tanto, es mas lenta que la necrosis. Estas cascadas intracelulares llevan a fragmentacion de
ADN, por lo cual la presencia de ADN fragmentado en una célula es considerada un

marcador de apoptosis (Chuaqui et al, 1996).

El ADN fragmentado puede ser identificado por medio de técnicas histoquimicas
como lo es el TUNEL (“Terminal deoxynucleotidyl Transferase Biotin-dUTP Nick End
Labeling™). Esta técnica tiene una sensibilidad que varia entre un 61% y 90%, mientras que

su especificidad es mayor al 87%, pero cae cuando hay cierto predominio de necrosis

22



inducida por la injuria por lo que es importante evaluar la morfologia nuclear (Kelly et al,
2003).

Después de SE inducido con &cido kainico, las regiones que presentan abundante
apoptosis son la corteza entorrinal (zona de la corteza adyacente al hipocampo donde nace
la via perforante), corteza piriforme (una corteza limbica) e hipocampo (Goutan et al.,
1998).
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HIPOTESIS

El receptor para BDNF, TrkB, se expresa con un patron caracteristico en diferentes
zonas corticales después de SE. Los aumentos de TrkB se correlacionarian positivamente

con crecimiento dendritico y negativamente con la presencia de apoptosis.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar la expresion de TrkB después de SE en la corteza cerebral e hipocampo y
establecer una correlacion entre la expresion de TrkB con cambios morfoldgicos

neuronales y presencia de apoptosis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar el contenido de TrkB en corteza cerebral 72 horas después de la
induccion de SE.

e Establecer la distribucion del receptor TrkB en condiciones de normalidad
neurolégica.

e Establecer la distribucion de TrkB 72 horas después de SE.

e Corroborar la presencia de apoptosis posterior a convulsiones a través de la
deteccion de ADN fragmentado.

e Coinmunodetectar TrkB y ADN fragmentado.

e Reconocer la morfologia dendritica en regiones cerebrales que expresan niveles

diferenciales de TrkB después de SE.
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MATERIALES Y METODOS

El proyecto se realizo en el Laboratorio de Neurociencias de la Universidad de los
Andes, ubicada en San Carlos de Apoquindo 2200, Santiago. Este proyecto fue aprobado
por la Comision de Bioética Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de
la Universidad de Chile, segun lo estipulado en la guia de principios directrices
internacionales para el uso de animales en investigacion biomédica. Se realizaron todos los

esfuerzos necesarios para evitar el sufrimiento de los animales.

De manera de cumplir con los objetivos planteados, se realizaron tres
aproximaciones experimentales. La primera fue la cuantificacion del receptor TrkB
mediante la técnica de “Western blot” (E1) en neocorteza de ratas control y experimentales.
La segunda consistié en realizar inmunohistoquimica para determinar la distribucion de
TrkB en condicién control y experimental, y la existencia de localizacion con ADN
fragmentado por medio de la técnica de TUNEL (E2). La tercera consistio en utilizar la
técnica de Golgi, la cual permite observar las ramificaciones dendriticas de una neurona
(E3).

En estas tres experiencias el tratamiento de los animales fue siempre el mismo. Las
ratas fueron alojadas en el bioterio de la Universidad con agua y alimento concentrado ad
libitum, y el ciclo luz-oscuridad y temperatura controlados. EI modelo de epilepsia
utilizado en las ratas es de tipo temporal, el cual fue inducido por &cido kainico. Las ratas
fueron pesadas y alojadas en jaulas individuales para posteriormente inyectar suero salino a
las ratas control e inducir convulsiones mediante la inyeccion intraperitoneal de acido
kainico (10 mg/kg) a las ratas experimentales. La aparicion de convulsiones se produce
aproximadamente 30 minutos después de la inyeccion, llevandose un registro de su
evolucion temporal. La intensidad de las convulsiones se mide en 6 grados que son: grado
1, inmovilizacién, vista fija, movimientos faciales y de boca; grado 2, sacudidas; grado 3,
hiperactividad, movimiento clonico de las patas delanteras y cabeceo; grado 4, movimiento
clonico de las patas delanteras y cabeceo parado sobre sus extremidades posteriores; grado

5, movimiento clonico de las patas delanteras y cabeceo parado sobre sus extremidades
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posteriores y cae en decubito; grado 6, saltos y vueltas. Fueron seleccionadas aquellas ratas
que llegaron minimo al grado 4, o que se mantengan por 4 horas en grado 3 (Zhang et al.,
1997). Para controlar que la convulsion es la que produce los cambios y no el acido kainico
por si solo, se realiz6 un experimento paralelo con aquellas ratas que fueron tratadas pero
que no convulsionaron, para comparar los niveles de expresion de TrkB, entre éstas y las

que fueron seleccionadas.

1. MATERIALES (E1)

1.1. ANIMALES
Se utilizé como animales experimentales 400 ratas Sprague — Dawley machos, de

peso entre 150 y 250 g.

1.2. ANTICUERPOS

Los anticuerpos utilizados fueron un anticuerpo primario anti-TrkB de raton (BD
Transduction Laboratoties, USA) y uno secundario anti-ratén hecho en cabra (Calbiochem-
Novabiochem Corporation, CA, USA).

2. METODOLOGIA (E1)

2.1. “WESTERN BLOT”

Las ratas control y tratadas fueron decapitadas en experimentos independientes a
las 6, 24, 72 horas y 1 semana después de la inyeccion con acido kainico (10 mg/kg) los
que fueron realizados a lo largo de un afio de estudio. Se juntaron y homogenizaron tres
cerebros cada vez, formando pooles control y experimentales. Las neocortezas fueron
separadas del resto del cerebro y homogenizadas en tampdn de homogenizacion (Hepes-Na
5 mM, sacarosa 0,32 M, EGTA 0,5 mM, mezcla de inhibidores de proteasas
(BoehringerMannheim), pH 7,4) a 4°C. A cada uno de los homogenizados se le midi6 la
concentracion de proteinas por medio de la técnica del acido bicinconinico. Basandose en
la determinacidn de proteinas, los homogenizados fueron diluidos a 1 mg/ml en tampon de

carga para electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones denaturantes SDS-
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PAGE (0,25 M tris-HCI pH 6,8, 10% SDS, 50% glicerol, 5% [-mercapto-EtOH, 0,5% azul
Bromo-fenol). Cada carril fue cargado con la misma cantidad de proteinas (20 ug) y se
realizd la electroforesis (Figura N° 8). El gel fue tefiido con Azul de Coomassie para
comprobar cargas iguales o rectificar si fuese necesario (Figura N° 9 y 10). Una vez
igualadas las cargas, se realizo electroforesis, pero ahora las proteinas fueron transferidas
del gel a una membrana de nitrocelulosa para realizar Western blot. Una vez transferidas
las proteinas, la membrana fue bloqueada con leche descremada en polvo al 5% en PBS
(solucién tampdn salina fosfatada: NaCl 0,138 M, KCI 2,7 mM, NaHPO, 0,694 M,
KH,PO,4 1,7 mM) por una hora, luego fue incubada con el anticuerpo primario anti-TrkB en
una concentracion 1/1000. Posteriormente fue lavada con PBS con 0,1% del detergente
Tween e incubada con el anticuerpo secundario en leche en una concentracién de 1/5000
por 90 minutos. Los lavados finales se realizaron con PBS. La presencia de la proteina
TrkB fue revelada por quimioluminiscencia (NEN Life Science Products), y el film fue

escaneado y analizado por densitometria mediante el programa Adobe Photoshop 7.0.
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FiguraN° 9 Figura N° 10

Figura N° 9 y 10: Imagen de dos geles coomassie donde en ambos el primer carril corresponde a un
marcador de peso molecular estandar y los siguientes a carriles cargados con muestras proteicas. En el
primer gel se puede observar la diferencia en la carga proteica entre carriles los que se observan de
distinta intensidad. Este gel debe ser escaneado y cada carril cuantificado para igualar las cargas y
preparar otro gel corregido que serd el transferido a la membrana de nitrocelulosa. La Figura N° 10
muestra los carriles 2 a 7 con cantidades de proteina muy similares.

3. MATERIALES (E2)

3.1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION
Se utiliz6 como animales experimentales 20 ratas Sprague - Dawley machos, de
peso entre 150 y 250 g.

3.2. ANTICUERPOS.

Los anticuerpos utilizados para la inmunohistoquimica fueron un anticuerpo
primario policlonal anti-TrkB de conejo (Santa Cruz Biotechnology, Inc., USA) y un
anticuerpo secundario biotinilado anti-conejo hecho en cabra (Jackson Inmunoresearch
Laboratories, USA).
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3.3. NEURO TACS™ Il IN SITU APOPTOSIS DETECTION KIT (R&D Systems, MN,
USA).

Kit para el desarrollo de la técnica de TUNEL mediante la cual se detectan por
medio de colorimetria los extremos de los fragmentos de ADN generados por la apoptosis.
El kit presenta los siguientes reactivos: NeuroPore, TACS-Nuclease, tampon TACS-
Nuclease, tampdn de marcacion TdT 10X, enzima TdT, Tampdn de detencion TdT 10X,
Streptavidina-HRP2, solucién DAB, mezcla TdT dNTP, Mn*2 50X, Blue Counterstain.

4. METODOLOGIA (E2)

4.1. INMUNOHISTOQUIMICA

Las ratas, controles y tratadas con acido kainico, fueron anestesiadas con hidrato de
cloral (416 mg/kg) 72 horas después de la estimulacion con acido kainico, para luego ser
perfundidas por via intracardiaca con PBS a 37° C seguido de fijador (paraformaldehido al
4%, &cido picrico al 0,3% y glutaraldehido al 0,1%) primero a 37° C y luego a 4° C. Los
cerebros fueron disectados y postfijados a 4° C durante toda la noche. Después los cerebros
fueron crioprotegidos en sacarosa al 10% y al 30%. Posteriormente los cerebros fueron
cortados en el plano coronal con 30 um de grosor en un criomicrotomo (Microm,
Walldorf, Germany), se seleccionaron aquellos localizados aproximadamente en Interaural
9,20 mm y Bregma 0,20 mm para los cortes rostrales, Interaural 5,7 mm y Bregma -3,30
mm para los cortes mediales e Interaural 2,96 mm y Bregma -6,04 mm para los cortes
caudales (Paxinos and Watson, 1997), cortes que luego fueron recolectados en PBS azida al
0,02% hasta su utilizacion. Aquellos cortes seleccionados se depositaron en placas de

cultivo de 24 pocillos para ser lavados en PBS.

El protocolo de inmunohistoquimica para TrkB fue el siguiente: Los cortes fueron
lavados con PBS e incubados en agua oxigenada al 0,5% para bloquear la peroxidasa
enddgena. Los cortes fueron lavados nuevamente en PBS e incubados en solucion de
bloqueo (PBS Tritén al 0,2%, albumina de cabra al 5% y albumina de vaca al 16%) por una

hora. Despues fueron incubados por 72 horas en solucion de blogueo con un anticuerpo
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primario anti-TrkB en una concentracion de 1/4000. Luego los cortes se lavaron en PBS y
se incubaron con el anticuerpo secundario anti-conejo biotinilado en una concentracion de
1/1000 por dos horas en solucién de bloqueo. Posteriormente fueron lavados en PBS y
luego incubados en solucion ABC (Complejo Avidina - Biotina - Peroxidasa) en una
concentracion de 1/250 por 90 minutos para amplificar la marca. Una vez lavados en PBS,
se revelo la marca incubando los cortes con el sustrato de la peroxidasa, DAB (3,3’-
diaminobenzidina) al 0,05% en una solucion de Tampon Tris con agua oxigenada al 0,01%
y NiCl; al 0,15% (que da color negro a la marca) por 4 a 8 minutos en oscuridad, para ser
lavados en agua bidestilada y PBS. Los cortes destinados al estudio de colocalizacion de
TrkB y marcadores de apoptosis, previo a la técnica de TUNEL eran procesados bajo este
protocolo sin la presencia de NiCl, por lo que la marca es de color anaranjada. Finalmente
los cortes fueron montados con un medio resinoso, para ser observados al microscopio
optico (Axioskop, Zeiss). Las imagenes de inmunohistoquimica (con aumento 2,5x, 10x y
100x), se tomaron usando una camara digital (Coolpix 995, Nikon) acoplada al
microscopio, y se transfirieron a un computador para ser analizadas por densitometria

mediante el programa “Adobe Photoshop 7.0”.

Figura N° 12

# FiguraN°11

Figura N° 11: Diagrama de un corte sagital del cerebro de rata en donde se observan 3 zonas
demarcadas como R (rostral), M (medial) y C (caudal), en donde se selecciona el corte adecuado.
Modificado desde Word wide web <http://faculty.virginia.edu/behvr-neuro-
lab/images/RatBrainbLabels.jpg>

Figura N° 12: Vista lateral de un cerebro de rata disectado y fijado. World wide web
<http://serendip.brynmawr.edu/bb/kinser/images/ratside101.jpg>
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4.2. DETECCION DE APOPTOSIS

La apoptosis se detectd mediante la técnica de TUNEL (“Terminal
deoxynucleotidyl Transferase Biotin-dUTP Nick End Labeling”) usando “neuroTACS TM
In Situ Apoptosis Detection Kit” (R&D Systems, Minneapolis, USA). Los cortes obtenidos
y seleccionados bajo el mismo criterio de la inmunohistoquimica, fueron procesados en
forma individual en una placa de cultivo de 24 pocillos. A cada corte control y
experimental se agregd NeuroPore por 30 minutos a 25° C para permeabilizar el tejido. Se
realizd6 un control positivo incubando por 30 minutos con TACS-Nuclease
(Deoxinucleotidil transferasa) y su tampon para verificar la eficiencia de los reactivos.
Posteriormente los cortes experimentales y control positivo se lavaron con agua destilada
libre de ADNasa y se bloqued la peroxidasa enddgena con solucion de inhibicion (agua
oxigenada al 3% y metanol). Después se lavaron con PBS Tunel y se equilibré con tampon
de marcacion TdT (“Terminal deoxinucleotidyl Transferase”) por 5 minutos. Luego las
muestras fueron incubadas en la mezcla de reaccion (Tampdn de marcacion TdT + deoxi-
nucleotidos + enzima TdT + Mn*?) por una hora a 37°C y se detuvo la reaccién con
tampon de detencién por 5 minutos. Luego se lavé con PBS Tunel (NaH,PO,4 0,345 g,
Na,HPO, 1,065 g y NaCl 8,619 g) y se incub6 con Streptavidina-HRP por 10 minutos. Se
lavaron nuevamente las muestras con PBS Tunel y se revel6 con solucion DAB por 2 — 10
minutos para finalmente ser lavadas con agua destilada. Aquéllas en las que sélo se realizo
el protocolo de TUNEL luego de ser lavadas con agua destilada, se contratifieron con
“Blue Counterstain” para verificar la morfologia de las células. Los cortes fueron montados
con un medio resinoso para ser observados al miroscopio (Zeiss, Axioskop). Las células
apoptoticas, que contenian cuerpos apoptéticos densos y precipitado nuclear condensado y
oscuro fueron contadas bajo un objetivo de aumento 40x en 10 campos seleccionados al
azar. Los puntajes para las células apoptoticas por area fueron asignados como: + = < 10,

++ =10-100, +++ = > 100.
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5. MATERIALES (E3)

5.1. ANIMALES
Se utilizé6 como animales experimentales 23 ratas Sprague — Dawley machos, de

peso entre 150 y 250 g. De ellas 9 fueron control y 14 fueron experimentales.

5.2. “FD RAPID GOLGISTAIN™ KIT” (FD Neuro Technologies, Inc., MD, USA).
Esta técnica consiste en observar la morfologia neuronal ya que, al sumergir un
corte en los reactivos que se describiran, algunas neuronas y todas sus proyecciones se

tifien con plata, haciéndolas visibles al microscopio.
Este kit presenta cinco reactivos: La solucion A gue contiene dicromato de potasio y

cloruro de mercurio; la solucion B que contiene cromato de potasio; y las soluciones C, D y

E de identidad quimica secreta.

6. METODOLOGIA (E3)

6.1. GOLGI

Ratas controles y tratadas con &cido kainico, fueron anestesiadas con hidrato de
cloral (416 mg/kg) 72 horas después de la estimulacion con acido kainico, para luego ser
perfundidas por via intracardiaca con PBS a 37° C y paraformaldehido al 4% primero a
37°C y después a 4°C. Los cerebros fueron disectados y depositados en la solucion de
paraformaldehido al 4% durante toda la noche. Fue importante en este proceso el no
contacto con metales, utilizdndose s6lo instrumentos de plastico o vidrio. Los cerebros
fueron procesados usando FD Rapid GolgiStain TM Kit (FD Neuro Technologies, Inc.,
Ellicott city, MD, USA). Estos fueron depositados en una mezcla de partes iguales de las
soluciones A y B, preparada 24 horas antes, por dos semanas a temperatura ambiente y
protegido de la luz. Después los cerebros fueron cambiados a la solucion C por 48 horas a

4° C. Posteriormente los cerebros fueron cortados en el plano coronal en un criomicrotomo
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(Microm, Walldorf, Germany) a un grosor de 120 um. Los cortes fueron montados en
portaobjetos y secados al aire. En una camara himeda fueron lavados con agua destilada y
luego incubados con una mezcla de una parte de la solucion D, una parte de E y dos partes
de agua bidestilada por 10 minutos protegidos de la luz. Finalmente fueron lavados con
agua destilada y deshidratados en una gradiente alcohdlica para luego ser montados en un
medio resinoso y ser observados al microscopio. De los cortes se seleccionaron 15
neuronas segun el siguiente protocolo: (1) no deben tener dendritas cortadas, (2) su tincién
debe ser oscura y pareja a lo largo del campo dendritico y (3) deben estar relativamente
aisladas de neuronas vecinas tefiidas para evitar interrupciones. Luego de escanear las
imagenes obtenidas mediante un microscopio con camara lucida (500X, BH-2 Olympus
Co., Tokio, Japan) estas fueron analizadas mediante el programa “NIH Image 1.6”. El
andlisis morfométrico se restringié a las neuronas piramidales de la capa V en la corteza

retroesplénica y auditiva en Interaural 5,70 y Bregma -3,30 (Paxinos y Watson, 1997).

7. CUANTIFICACION DE LOS RESULTADOS Y ANALISIS ESTADISTICO

En el Western blot la cantidad de TrkB presente en cada muestra se cuantificd
mediante densitometria, empleando el programa “Adobe Photoshop 7.0”, el cual permitio
comparar la intensidad y tamafio de las bandas marcadas en base a la medicion de pixeles.

Los resultados se expresaron como razones de cambio en relacién al pool control.

En la inmunohistoquimica se analizé el hipocampo, corteza piriforme y neocorteza.
La cuantificacion de TrkB se realiz6 por medio del analisis densitométrico de los pixeles
representativos (oscuros) en éareas de igual tamafio, mediante el programa Adobe
Photoshop. El analisis se realizé en la totalidad de la corteza y en las capas /111 y V. En el
hipocampo se analiz6 la CAL, la CA3y el giro dentado, y en el caso de la corteza piriforme
se analizd una porcion de ella. Los resultados fueron comparados mediante razones de
cambio en relacion al animal control. Las razones de cambio de cada area estudiada fueron
promediadas entre los experimentos, resultando una razén de cambio promedio a la cual se

le estimo significancia, desviacion estandar y error estandar.
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Con la técnica de Golgi en cada neurona se analiz6 el largo dendritico y el nimero
de puntos de ramificacion utilizando el programa “NIH Image 1.6”. El largo dendritico fue
cuantificado en un perimetro dendritico apical y basal el cual es medido por el programa en
um. En cuanto a las ramificaciones estas se contabilizan directamente partiendo por las
primarias (que nacen en el soma), siguiendo con las secundarias (que nacen de las

primarias), hasta las ultimas ramificaciones.

La inmunohistoquimica y los “Western blot” para TrkB fueron analizados por una
prueba de t con el programa Graph Pad Prism4. Los estudios morfologicos fueron
analizados mediante una prueba de U Mann-Whitney. Los resultados son presentados como
el promedio + error estandar (EE) de experimentos independientes. Se considerd
significativo el valor de p < 0.05 que se sefiala con *. Los valores de p < 0.01 se sefialan

con** y p<0.001 sesefialan con ***,
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RESULTADOS

I. Determinar el contenido de TrkB en corteza cerebral 72 horas después de induccion
de SE (E1)

Para realizar los Western blot, se utilizd6 homogenizado de telencéfalo. La Figura N°
13 muestra Western blots representativos y la cuantificacion de los cambios de TrkB en los
homogenizados de corteza luego del SE usando un anticuerpo contra un dominio
extracelular, el que detecta tanto isoformas completas como truncas (Tabla N° 1). Sin
embargo, ambas isoformas pueden diferenciarse claramente por su peso molecular, siendo
el de TrkB ¢ de 145 kDa y el TrkB 1 de 95 kDa. Analizando el curso temporal de los
cambios, fue evidente que la isoforma completa empezd a disminuir desde las 24 horas
después de la inyeccion de acido kainico (Figura N° 13). La forma trunca muestra una
disminucion que comienza a ser significativa a partir de las 72 horas después del SE,
permaneciendo disminuida una semana después de la crisis. Estos resultados fueron
inesperados, ya que se habia reportado que en el giro dentado del hipocampo, el SE inducia
aumentos en la expresion de TrkB. Por ello, estos resultados se comprobaron con
inmunohistoquimica, técnica que ademas permite detectar diferencias entre diferentes

zonas telencefalicas.

Tiempo después de la inyeccion de acido kainico

6 24** T2*** 1 sem™***
n 4 6 11 11
Promedio 0.9906 0.7073 0.6271 0.754
DE 0.08837 0.1385 0.196 0.1501
EE 0.04418 0.05654 0.05911 0.04525
Valor de p 0.8456 0.0035 < 0.0001 0.0003

Tabla N° 1: Niveles de TrkB ¢, 6, 24, 72 horas y 1 semana después de la induccién del SE, donde n=
namero de ratas, Promedio= razones de cambio promedio entre control y experimental, DE=
desviacion estandar, EE= error estandar.
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Figura N° 13: Gréafico que muestra los niveles de TrkB analizados por Western blot 6, 24, 72 horas y 1
semana después de la induccion de la crisis. TrkB completo (TrkB ;) y trunco (TrkB 1) fueron
cuantificados por densitometria. Se muestran las razones de cambio con respecto al control (* p< 0.05;
** p< 0.01; *** p<0.001).

Il. Establecer la distribucion del receptor TrkB en condiciones de normalidad

neuroldgica y 72 horas después de convulsiones (E2)

TrkB se detectd por inmunohistoquimica en animales control y 72 horas después del
SE, ya que segun la literatura, en este momento se observa apoptosis (Lan et al, 2000;

Tooyama, 2002) lo que permitiria la comparacion de ambos fenémenos.

Para ello, se realizaron cortes coronales y se analizo la presencia de TrkB en las
regiones sefialadas en la Figuras N° 14 que corresponden a cortezas limbicas (A-1 y B-1),
motoras (A-2 y B-2) y sensoriales (A-3, B-3, C-1 y C-2), ademas del hipocampo (B-5) y la
corteza piriforme (B-4). La presencia de TrkB se analizo en cortes coronales del cerebro, en
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tres niveles: rostral, medial y caudal. A nivel rostral fueron analizadas la corteza cingulada
anterior, motora primaria y somatosensorial primaria; a nivel medial fueron analizadas la
corteza retoesplénica ventral, motora y auditiva; y a nivel caudal fueron analizadas la

corteza visual y auditiva.

Las figuras de la neocorteza muestran que la inmunoreactividad de TrkB se localizé
predominantemente en la capa V, pero también en las capas II/111. Las células de la capa V
pudieron ser facilmente identificadas como neuronas piramidales por su cuerpo celular
piriforme, la dendrita apical prominente y las dendritas expandiéndose desde su cuerpo
celular, mientras que en la capa /Il las células parecen ser predominantemente

granulares. Neuronas granulares menos tefiidas pudieron ser vistas en toda la corteza.

El episodio convulsivo inducido por la inyeccion de acido kainico produjo cambios
en la distribucion y presencia del receptor TrkB, la cual pudo ser observada y cuantificada
en las zonas mencionadas. Las razones de cambio con respecto al control son mostradas en
las tablas 1, 2 y 3 con asteriscos en base a su significancia (* p< 0.05; ** p< 0.01; *** p<
0.001).

Figura N° 14: (A) Diagrama del corte coronal rostral donde se muestran (1) la corteza cingulada
anterior, (2) motora primaria y (3) somatosensorial primaria. (B) Diagrama del corte coronal medial
donde se muestran (1) la corteza retroesplénica ventral, (2) motora, (3) auditiva, (4) piriforme e (5)
hipocampo. (C) Diagrama del corte caudal donde se muestran (1) la corteza visual y (2) auditiva.
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a) Cortes Rostrales

La cuantificacion de TrkB en cortes rostrales se muestra en la Tabla N° 2, en que el

promedio corresponde al cambio en densidad Optica del grupo experimental sobre el

control. La inmunoreactividad se cuantificé a través de todas las capas (Total) y también

por capa celular, especificamente, en las capas II/11l y V, donde se localizan las neuronas

que expresan TrkB.

CORTE ROSTRAL

Cingulada anterior (1) Motora primaria (2) * Somatosensorial primaria (3)

Total 11/111 V Total * 11/ 101 * V* Total 11/111 V
n 4 4 4 4 4 4 4 4 4
Promedio 1,058 2,75 0,74 0,54 0,44 0,56 2,08 2,80 1,95
DE 0,602 3,32 0,28 0,26 0,28 0,24 2,12 3,91 2,33
EE 0,301 1,66 0,14 0,13 0,14 0,12 1,06 1,96 1,17
Valor p 0,861 0,37 0,16 0,04 0,03 0,03 0,38 0,42 0,47
Tabla N° 2: Anélisis del &rea cingulada anterior, motora primaria y somatosensorial. Se indica el

namero de ratas n, el promedio de cambio de densidad o6ptica con respecto al control (promedio), la
desviacion estandar DE, el error estandar EE y el valor de p.
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Figura N° 15: Inmunohistoquimica de TrkB en cortes rostrales después de SE. (A) Diagrama del corte

coronal del nivel rostral donde se muestran las zonas analizadas. (B) Fotografias

cingulada anterior control y 72 horas después del SE. Barra: 100 um.

de la corteza
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A nivel rostral no se observo cambio en la inmunoreactividad de TrkB en el area
cingulada anterior (Figura N° 15B). En cambio, en el area motora primaria se observa una
disminucion de la inmunoreactividad de TrkB de un 46 + 13% (Promedio + EE), tanto en
las capas Il / 11l como en la V (Figura N° 16A). En la capa V, la marca de TrkB se vio
disminuida tanto en los somas neuronales como en las dendritas apicales, de las cuales

desaparece (Figura N° 16C). El area somatosensorial primaria no experimentd cambios

significativos (Figura N° 16B).

C Control SE

Capa li/ll
Figura N° 16. Fotografias de la corteza motora
primaria (A), de la corteza somatosensorial (B) y
de las capas II/IIl y V de la corteza motora
primaria(C) control y 72 horas después del SE.
Barra: 100 um (AyB)y 10 um (C).

Capa Vv

39



b) Cortes Mediales

Como se puede observar en la Tabla N° 3, después del SE, se observa una
disminucion de la inmunoreactividad total de TrkB de un 40% + 5% (promediox EE), en el
area retroesplénica ventral (Figura N° 17B). En la capa V ocurrié una disminucion
significativa de un 58% + 9%, mientras que no se altero en las capas II/11l (Figura N° 17C).
En la capa V, se observd menor tincién de TrkB tanto en el soma neuronal como en la
dendrita apical de las neuronas piramidales, que fue acompafiada de una evidente retraccion
celular (Figura N° 17D).

CORTE MEDIAL

Retroesplenica ventral (1) ** Motora (2) Auditiva (3)
Total ** 11/ 1 vV * Total 11/ 11 \ Total /11 * \
n 4 4 4 4 4 4 6 6 6
Promedio 0,60 1,07 0,42 0,88 1,11 0,91 1,56 2,10 1,06
DE 0,10 0,52 0,17 0,57 0,74 0,37 0,64 0,91 0,69
EE 0,05 0,26 0,09 0,29 0,37 0,18 0,26 0,37 0,28
valor p 0,005 0,81 0,01 0,71 0,79 0,65 0,08 0,03 0,84
Hipocampo Piriforme
CAL* CA3 GD Pir *
n 6 7 7 6
Promedio 0,6869 0,9027 0,9612 1,546
DE 0,3051 0,2332 0,2884 0,5973
EE 0,1245 0,08813 0,109 0,2438
Valor p 0,03125 0,1485 0,4688 0,01565

Tabla N° 3: Resultados del analisis de la neocorteza del corte medial (arriba) y resultados del andlisis
del hipocampo y sus regiones respectivas, y de la corteza piriforme (abajo) del corte medial.
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Control

Figura N° 17: (A) Diagrama del corte coronal a nivel medial con sus respectivas zonas analizadas. (B)
Fotografia de la corteza retroesplénica, corte control y SE. Barra: 100 um. Fotografias, con un mayor
aumento, de las capas 11/111 (C) y de la capa V (D). Barra: 10 yum.

En la corteza auditiva a su vez, la inmunoreactividad de TrkB no cambio cuando se
cuantifico a través de todas las capas (Figura N° 18B), se mantuvo en la capa V, pero
aumento en las capas II/111 en un 110% + 37%, aumentando el nimero de células marcadas.
Interesantemente, las neuronas piramidales de la capa V fueron menos intensamente

teflidas después del SE, pero hubo una mayor densidad de células tefiidas. Asi la
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cuantificacion por capas se compenso por el aumento en una capa Yy la disminucién en la

otra, resultando la inmunoreactividad total sin cambio.

La corteza motora primaria no revel6 cambios significativos (Figura N° 18A).

B
Control SE Control SE

C Control SE

Figura N° 18: Fotografias que muestran la inmunoreactividad de TrkB control y 72 horas después de la
inyeccion con acido kainico en corteza motora (A), corteza auditiva (B) y corteza piriforme (C). Barra:
100 um (A'y B) y 1000 um (C).
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En la corteza piriforme, una region muy susceptible a fragmentacion de ADN y
apoptosis luego de la induccion del SE por acido kainico (Weiss et al, 1996), se observé un
aumento de TrkB en un 55 + 24% (Figura N° 18 C).

C
Control SE
CA1l
Control
CA3
SE
GD

Figura N° 19: (A) Esquema del hipocampo. (B) Fotografias que muestran la inmunoreactividad de
TrkB en diferentes capas celulares del hipocampo en el corte coronal medial. Barra: 1000 um. (C) A la
derecha se muestran fotografias de las regiones CAl, CA3 y giro dentado con mayor aumento. Barra:
100 pm.

En el hipocampo (Figura N° 19B), se observé una disminucion de un 31% + 12% en

CAL, y no presentaron cambios el giro dentado ni la region CA3 (Figura 19 C).
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c) Cortes Caudales:

Como muestra la Tabla N° 3, en este nivel no se observo cambios significativos ni

en la corteza visual ni en la auditiva (Figura N° 22).

CORTE CAUDAL
Visual (1) Auditiva (2)

Total 11/ 11 \ Total I/ 10 \Y
n 4 4 4 4 4 4
Promedio 3,808 5,93 1,62 2,53 2,20 2,42
DE 5,06 9,92 0,96 1,93 3,14 1,48
EE 2,53 4,96 0,48 0,96 1,57 0,74
Valor p 0,35 0,39 0,29 0,21 0,50 0,15

Tabla N°3: Resultados de la cuantificacion de la inmunoreactividad de TrkB en la corteza visual y
auditiva del corte caudal.

A B

Control SE

Figura N° 20: (A) Diagrama del corte coronal del
nivel caudal en ratas con sus respectivas zonas
analizadas: (B) corteza visual, (C) corteza auditiva,
control y después del SE. Barra: 100 um.
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Estos resultados muestran que al detectar TrkB mediante inmunohistoquimica en
telencéfalo después de SE, los cambios son especificos para ciertas regiones cerebrales.
TrkB disminuy6 especificamente en la zona CA1 del hipocampo, en las cortezas morota
primaria y retroesplénica ventral, a diferencia del aumento observado en la corteza
piriforme. Por lo tanto, se quiso establecer si los cambios de TrkB se correlacionaban con

la presencia de ADN fragmentado.

I11. Establecer la presencia de apoptosis posterior a convulsiones mediante la técnica
de TUNEL. Coinmunodetectar TrkB y TUNEL (E3)

Mediante la técnica de TUNEL, se determind si los niveles de TrkB estaban
asociados con el aumento de la fragmentacion del ADN, lo que es indicio de apoptosis.
Como ha sido reportado previamente (Weiss et al, 1996), en el hipocampo, las células
apoptoticas fueron mas abundantes en la zona CA1 (+++), sequida de la zona CA3 (++) y
el giro dentado (+). En la corteza las células positivas a TUNEL variaron entre los animales
en diferentes localizaciones de la neocorteza, pero fue siempre alta en la corteza piriforme
(+++). Dos regiones con alta tincion de TUNEL mostraron cambios opuestos en los niveles
de TrkB, por ejemplo la regién CAL y la corteza piriforme (Figura N° 21 y 22). En la
Figura N° 21 se muestra una tincién con hematoxilina, indicando la presencia de cuerpos

celulares en las regiones hipocampales de animales control y SE.

Se observd que en las zonas con alto indice TUNEL (CALl y piriforme), TrkB
colocaliza en neuronas TUNEL positivas pero también esta presente en neuronas TUNEL
negativas (Figura N° 22). Estos resultados sugieren que, a nivel celular como regional,

BDNF/TrkB no protegerian contra el progreso de muerte neuronal por apoptosis.
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Control SE

Hematoxilina
Hipocampo

TrkB
Hipocampo

Figura N° 21: Fotografias de los hipocampos con tincion de hematoxilina (arriba), mostrando la
ausencia de alteraciones morfoldgicas después del SE, y la inmunohistoquimica para TrkB (abajo),
observandose la pérdida de inmunoreactividad en CA1 después del SE. Barra: 100 pm.

TUNEL
CAl

TUNEL
Corteza
piriforme

Figura N° 22: Fotografias de la tincion de TUNEL y TrkB en hipocampo y corteza piriforme después
del SE. Se observan células apoptoticas en CA1 (arriba) y corteza piriforme (abajo). Barra: 100 um. A
la izquierda se muestra mayor magnificacion de ambas zonas. Las cabezas de flecha indican células
apoptoticas que no son positivas para TrkB, mientras que las flechas indican células apoptéticas que

son positivas para TrkB. Barra: 10 um.
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IVV. Reconocer la morfologia dendritica en regiones cerebrales que expresan niveles
diferenciales de TrkB después de SE (E4)

Para determinar si la disminucién de TrkB en ciertas regiones corticales tenia
consecuencias sobre la morfologia dendritica, se analizaron células impregnadas con
tincion de Golgi. Comparamos células piramidales de dos regiones en las cuales se
observaron cambios opuestos en la inmunoreactividad de TrkB: la corteza retroesplénica y
la corteza auditiva. La Figura N° 23 muestra microfotografias de neuronas piramidales
impregnadas con tincion de Golgi representativas de ratas control y de ratas que sufrieron
SE, como también los dibujos de camara ltcida de las neuronas seleccionadas. Observamos
una reduccion significativa de un 40% + 8% en el largo de las dendritas basales sélo en la
corteza retroesplénica. Por otro lado, no se detectaron diferencias en el largo de la dendrita
apical, o el nimero de puntos de ramificacion (Figura N° 24). Los valores de los largos
dendriticos y los puntos de ramificacion son el promedio de al menos 12 neuronas por

region de 5 experimentos independientes.

El nimero de ramificaciones se midié por cada 8 um y fue medido a lo largo de un
segmento de 80 um de la dendrita apical primaria. En la corteza auditiva, donde TrkB no
cambi6 en la capa V, la disminucion fue significativa cerca del soma celular y a distancias
mayores a 64 um. Nuestros estudios muestran que la reduccién del largo dendritico ocurre
en las neuronas piramidales de la capa V de la corteza retroesplénica, un area donde TrkB
se veia disminuido. Estos cambios fueron menos marcados en la capa V de la corteza

auditiva, donde no ocurrieron cambios en TrkB (Figura N° 24).
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Corteza retroesplénica Corteza auditiva

Figura N° 23: Fotografias (arriba) y dibujos con cdmara licida (abajo) de neuronas piramidales
representativas en la corteza retroesplénica y auditiva de una rata control y después de sufrir SE.
Barra: 20 um
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Figura N° 24: Analisis morfométrico que muestra que el largo dendritico basal se redujo
significativamente en comparacion con las ratas control en la corteza retroesplénica pero no en la
region auditiva.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en la presente memoria de titulo muestran cémo cambia la

expresion de TrkB en la corteza cerebral después de convulsiones.

Como habia sido documentado en hipocampo, la expresion de TrkB es regulada por
las crisis epilépticas de manera compleja. Los resultados de los experimentos, realizados en
un modelo de epilepsia temporal en ratas, indican que esta compleja regulacion se extiende
a la corteza, donde fue observada una disminucion significativa en la expresion de TrkB a

partir de las 24 horas luego de la inyeccién de acido kainico.

En los “Western blots” (Figura N° 13) fueron analizadas ambas isoformas de TrkB,
mientras que en el estudio inmunohistoquimico (Figuras N° 15-22) el analisis se concentrd
en el receptor completo, que se expresa predominantemente en neuronas, mientras que la
isoforma truncada en el SNC adulto (TrkB t1), es mas abundante en células gliales. Ambas
isoformas pueden ser identificadas en los Western blot por su peso diferencial, mientras

esto no es posible en la inmunohistoquimica.

La localizacién inmunohistoquimica de TrkB en el telencéfalo de animales
controles fue coincidente con estudios previos, en el cual fueron usados anticuerpos
distintos con resultados similares (Yan et al, 1997). La especificidad del anticuerpo usado
en este estudio fue corroborada por preincubaciéon del anticuerpo primario (Santa Cruz
Biotechnology) con diferentes concentraciones de péptido bloqueador de la misma

compafiia.

Las células mas intensamente tefiidas fueron encontradas en la capa V de la corteza
cerebral, pero también las neuronas granulares de la capa Il/lll, como también algunas
neuronas piramidales en la capa Ill, fueron encontradas inmunopositivas. En algunas

regiones de la neocorteza, por ejemplo en la corteza retroesplénica, la dendrita apical de la
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neurona piramidal de la capa V fue intensamente tefiida (Figura N° 17), mientras que en
otras como la corteza auditiva, la tincion de la dendrita fue menos intensa (Figuras N° 18 y
20). Luego de las crisis, TrkB disminuyd en las dendritas y soma de neuronas piramidales.
De cualquier manera, algunas células no piramidales dispersas en todas las capas celulares
fueron TrkB positivas después de SE. La identificacion precisa del tipo morfologico de las
células no piramidales no fue posible, especialmente cuando no hubo tincién en las
dendritas. Considerando los resultados anteriormente expuestos, éstos muestran que la
respuesta a BDNF y NT4/5 disminuye en la corteza por disminucion de su receptor TrkB,
excluyendo la corteza piriforme. A su vez, los tipos celulares capaces de responder a esta
sefial cambian, todo lo cual puede tener consecuencias sobre la estabilidad de circuitos
corticales especificos y por lo tanto, sobre el procesamiento de informacion, lo que debera
ser estudiado posteriormente.

Por ejemplo, pueden esperarse consecuencias funcionales importantes si las
neuronas que expresan TrkB luego del SE fuesen interneuronas gabaérgicas, como sugiere
su localizacion y morfologia (Cellerino et al, 1996). Si BDNF/TrkB fortalece las
conexiones sinapticas y mantiene la morfologia neuronal, esto significaria que se
potenciaria la neurotransmisién inhibidora, lo que a su vez contrarrestaria la propagacion
de convulsiones. Por otro lado, la disminucion de TrkB en las células piramidales de la
capa V, que son neuronas glutamatérgicas (excitadoras), podria asociarse con retraccion de
sus proyecciones, y por lo tanto, disminucion de sinapsis excitadoras. Por ejemplo, las
neuronas piramidales de la capa V de la corteza retroesplénica, que mostraron un 58%+9%
de disminucion en la inmunoreactividad, proyectan a otras areas corticales, al coliculo
superior y al subiculum (Wyss y Van Groen, 1992; Van Groen y Wyss, 2003). Como la
morfologia del axdn esté regulada por BDNF/TrkB (Hanamura et al, 2004; Koyama et al,
2004), esta disminucion de TrkB en las neuronas que se proyectan, puede producir
retraccion de las vias eferentes, por ejemplo del hipocampo, y a consecuencias funcionales
deletéreas, por ejemplo en el aprendizaje y la memoria, funciones en las cuales ambas

estructuras y sus conexiones reciprocas han estado relacionadas (Van Groen et al, 2004).
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Sumado a la disminucion de TrkB en las células piramidales corticales, el contenido
de TrkB cambia diferencialmente en las zonas hipocampales. Mientras que no se observan
cambios en CA3 y en el giro dentado, TrkB disminuye en la CA1 (Figura N° 19). Nuestros
resultados son coincidentes con estudios anteriores que sugieren que el aumento de TrkB
en el giro dentado es transitorio. Muchas evidencias han mostrado que en el giro dentado,
donde TrkB es epileptogénico, TrkB se activa después de convulsiones. Una manera de
medir la activacion de TrkB es detectando su grado de fosforilacion. El hecho de que
nosotros no observemos cambios en TrkB total en el giro dentado no excluye que TrkB
activado (o sea, fosforilado) pueda estar aumentado en esta region (Binder et al, 1999;
Danzer et al, 2004).

BDNF/TrkB son también conocidos como moduladores de la ramificacion
dendritica y morfologia de las espinas dendriticas (Huang y Reichardt, 2003; Chakravarthy
et al, 2006; von Boleen et al, 2006). La ramificacion dendritica, entre otras caracteristicas,
determinan la eficacia con la cual la informacion sinéptica es transmitida al soma (Whitford
et al, 2002). Las dendritas y sus espinas son estructuras dindmicas, cambiando su tamafio y
forma en relacion con la plasticidad neuronal (Hering y Sheng, 2001). Encontramos una
reduccién en las ramificaciones basales en la corteza retroesplénica, no asi en la corteza
auditiva (Figuras N° 23 y 24). La disminucién de TrkB en las células piramidales de la capa
V de la corteza retroesplénica se asocid con retraccion dendritica. En la corteza auditiva, la
inmunorreactividad de la capa V no cambio, y no hubo disminucion en la ramificacion

dendritica.

Los resultados indican que la pérdida celular es méas prominente en la CAl y la
corteza piriforme luego de un SE inducido por acido kainico (Figura N° 21 y 22), lo que
coincide con resultados reportados con anterioridad (Weiss et al, 1996; Siddiqui y Joseph,
2005). Otros autores han encontrado, ademas, una significativa pérdida celular en CA3
(Yan et al, 1997). De las 6 ratas analizadas, solo una tuvo un puntaje alto de TUNEL en la
CA3, pero esto ocurrio sin disminucion concomitante de TrkB en esta area. El alto grado de
apoptosis en dos areas que muestran cambios opuestos en los niveles de TrkB sugiere que

ambos fendmenos son independientes, es mas, la presencia de TrkB no protegeria a las
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neuronas contra el progreso de la apoptosis. Ademas cuando fueron realizados los estudios
de colocalizacion de TUNEL y TrkB, se observaron neuronas apoptoticas positivas como
también negativas para TrkB, sugiriendo una vez mas que la sefializacion BDNF/TrkB no
detendria el proceso de apoptosis a nivel celular después del SE. En su conjunto, estos
experimentos indican que la presencia de TrkB no esta asociada con neuroproteccion, tanto
a nivel regional como celular. Similarmente, estudios en ratones con delecion de BDNF
restringida al cerebro anterior sugieren que éste es necesario para el mantenimiento de la

morfologia neuronal, pero no para la supervivencia de neuronas. (Gorski et al, 2003).

La reorganizacion morfofuncional inducida por BDNF/TrkB en las zonas del
hipocampo durante la epileptogénesis incluye crecimiento dendritico aberrante y formacion
de nuevas sinapsis excitadoras. Esto puede constituir el sustrato para la generacion de
descargas neuronales que se propagan por la corteza una vez que la epilepsia de l6bulo
temporal se ha desarrollado. Mostramos que los cambios en la expresion de TrkB en la
corteza luego del SE es mucho més compleja de lo que se esperaba. Los resultados
morfologicos muestran que la corteza se adaptaria a los nuevos niveles de actividad
mediante la retraccion de aquellas estructuras que reciben el contacto excitatorio, esto es,

dendritas, y que estos cambios en parte pueden deberse a una regulacién negativa de TrkB.

Los resultados en esta memoria de titulo apoyan la idea de que TrkB determina de
manera importante la morfologia neuronal. BDNF/TrkB aumentan de manera transitoria
especialmente en las zonas CA3 y giro dentado del hipocampo. Ademas se muestra que en
la corteza cerebral, BDNF/TrkB disminuye, especialmente en las neuronas piramidales
(excitadoras). Con estos resultados experimentales se propone que al querer antagonizar el
sistema de sefializacion BDNF/TrkB después de SE para prevenir el desarrollo de epilepsia,
esta intervencion deberia restringirse al hipocampo. Las estrategias a desarrollar podrian
incluir el blogueo de elementos rio debajo de TrkB especificos del hipocampo, o

silenciamiento génico en esta zona.

52



La desventaja de antagonizar BDNF/TrkB de manera inespecifica en el SNC es que
se potenciaria la retraccion dendritica y neuronal después de SE que ocurre en corteza
cerebral, lo que se ha relacionado con la disminucién de las funciones cognitivas (como
aprendizaje y memoria). Es decir, si bien esta antagonizacién prevendria el desarrollo de la
epilepsia, produciria una disfuncion cognitiva mayor a la que ya se observa en individuos
epilépticos. De todas maneras, la comprension de los mecanismos implicados en la
reorganizacion de circuitos neuronales después de SE nos ayuda a encontrar nuevas

estrategias viables para el tratamiento de la epilepsia en el futuro.
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CONCLUSIONES

La inmunorreactividad de TrkB se ve disminuida 72 horas después del SE inducido
por la inyeccion intraperitoneal de acido kainico en el telencéfalo. La corteza
motora primaria a nivel rostral, corteza retroesplénica anterior y la CAl en el
hipocampo muestran una disminucién significativa de los niveles de TrkB, no asi la
corteza piriforme en donde se ve aumentada.

La sefalizacion via BDNF/TrkB no se relaciona con el desarrollo de la muerte
celular por apoptosis.

La ausencia de sefializacion BDNF/TrkB se relaciona con una disminucion

significativa del largo de dendritico basal.
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