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RESUMEN

El dafio hipoxico-isquémico originado por asfixia tanto prenatal, como perinatal es una
de las mayores causas de discapacidad y muerte en recién nacidos. Cuando se
presenta un dafo, como es el hipoxico-isquémico, el cerebro activa mecanismos
neuroprotectores endogenos, uno de ellos es aumentar la produccion de diversos
factores neurotréficos en las areas de dafio cerebral tales como hormona del
crecimiento (GH), factor de crecimiento tipo insulinico 1 (IGF-1), entre otros. Estudios
previos del laboratorio han mostrado que la administracion de GH durante un dafio por
hipoxia y baja glucosa, aumenta la viabilidad celular en cultivos primarios neuronales y
organotipicos de cerebelo de embriones de pollo (Alba-Betancourt y cols, 2013;
Codrdoba, 2011). Por lo que en esta tesis se determin6 el efecto neuroprotector de GH
administrada in vivo en cerebelo de embriones de pollo de 15 dias de incubacién (15Dl)

después de ser sometidos a hipoxia.

Los resultados mostraron que después de la administracion en la vena corioalantoidea
de GH marcada con Cy3, ésta puede atravesar la barrera hematoencefalica (BBB, por
sus siglas en inglés) tanto en condiciones de normoxia como de hipoxia y asi ejercer
sus efectos directamente en el SNC. Se pudo observar que GH pasa la BBB,
localizandose en los plexos coroideos, corteza cerebral, areas periventriculares,
hipotalamo, hipocampo y cerebelo en ambas condiciones de oxigenacion, pero en
mayor proporcion (2.81+0.27 veces) en cerebelo de animales sometidos a hipoxia.
Aunado a lo anterior se observd que GH-Cy3 co-localiza especificamente con su
receptor en aquellas areas donde el receptor esta presente como plexos coroideos,
cerebelo e hipotalamo en ambas condiciones de oxigenacion. Por otra parte para
sefalar que la marca podia corresponder a GH-Cy3 y no Cy3 libre, mediante SDS-
PAGE Western Blot contra Cy3 se determin6 una banda de 26 KDa, peso de la GH en
condiciones reductoras. Como control del modelo de hipoxia se cuantificé el factor de
transcripcion HIF-1a y se corrobor6 que 24h de hipoxia incrementaron
significativamente (2.44+0.39 veces) este factor de transcripcion.



Para evaluar el efecto antiapoptédtico de la GH se realizé el ensayo de actividad de
caspasa 3 y el ensayo de TUNEL. Los resultados mostraron que una sola dosis de GH
disminuye la actividad de caspasa-3 a 87.13+ 7.38% con respecto al grupo control
sometido a hipoxia (100%), sin ser estadisticamente diferente con respecto a normoxia
e hipoxia administrados con solucion salina. En el caso del ensayo de TUNEL el grupo
tratado con GH disminuyo significativamente a 61.56+ 6.30% con respecto al grupo
control mantenido en hipoxia (100%), pero no del mantenido en normoxia. En
conclusién se observo que la GH puede atravesar la BBB encontrandose en plexos
coroideos, corteza, areas periventriculares, hipotalamo, hipocampo y cerebelo,
incrementando su permeabilidad en cerebelo cuando los animales son sometidos a
hipoxia. Se encontré un incremento significativo de HIF 1a en el grupo sometido a
hipoxia, lo que muestra que el modelo es funcional. Ademas se observo el efecto
antiapoptotico de la GH bajo las condiciones aqui utilizadas mediante el ensayo de
TUNEL.



ABSTRACT

Hypoxic injury in the developing brain results in major physical and cognitive disabilities,
and even death in newborn infants. We know that after an insult to the brain there is an
increase of neurotrophic factors in damaged brain areas, such as growth hormone (GH),
insulin-like growth factor 1, and others, as a neuroprotector strategy. We have shown
that GH has a neuroprotective effect in cerebellar neurons and organotypic cultures after
hypoxia and low glucose conditions (Alba-Betancourt y cols, 2013; Cérdoba, 2011).
Therefore we investigated the neuroprotective effect of the GH in vivo in the cerebellum

of chicken embryos of 15 incubation days (15 ED) after hypoxic injury.

We evaluated whether the GH crosses the brain-blood barrier (BBB) in normoxic and
hypoxic conditions, and so it may have direct effects in the CNS. We injected
intravenously GH-Cy3 into the chorioallantoic vein of chicken embryos after hypoxia or
normoxia. Two hours after administration of GH-Cy3 it was found in cells of the
hippocampus, hypothalamus, choroid plexus, periventricular area, cortex and
cerebellum (Purkinje cells, granular neurons and deep nucleus) in both conditions. The
GH-Cy3 presence was significantly higher in cerebellum (2.81+0.27 fold) of the hypoxic
group with respect to the normoxia group. Furthermore, GH-Cy3 co-localized with its
receptor and it was detected as a 26 KDa band by SDS-PAGE Western Blot, indicating
that the observed signal is possibly GH-CY3. On the other hand, we determined the
hypoxia-inducible factor 1a (HIF 1a) as a control for our hypoxia model. We detected
HIF 1a as a 120 KDa band and it increased significantly in cerebellum (2.44+0.39 fold)
of chicken embryos under hypoxic with respect to normoxic conditions. To test the
neuroprotective effect of GH we determined caspase-3 activity 24 h after GH
administration. The treatment with GH decreased caspase-3 activity to 87.13+ 7.38%
with respect to the hypoxia group (100%), although it was not statistically significant of
both controls. However, the treatment with GH significantly decreased the signal of
TUNEL assay to 61.56+ 6.30% with respect to the hypoxic group (100%). In conclusion,
we observed that GH can cross the BBB, because we detected the signal in choroid

plexus, cortex, periventricular areas, hypothalamus, hippocampus and cerebellum. An



increase in GH permeability in cerebellum was observed when animals are subjected to
hypoxia. On the other hand, we observed a significant increase in HIF 1a in the group
subjected to hypoxia which shows that this model is functional. In addition an
antiapoptotic effect of GH, measured by the TUNEL assay, was observed under the

conditions used here.



ANTECEDENTES

1) Encefalopatia hipéxico- isquémica (HI)
El cerebro es un 6rgano vulnerable a diversos factores ambientales externos, uno de
ellos es la hipoxia, la cual si se presenta durante ciertos periodos del desarrollo puede
afectar procesos de maduracion y diferenciacion celular (Nyakas y cols, 1996). Ejemplo
de ello es la encefalopatia hipéxico-isquémico que se presenta en aproximadamente 2
de cada 1000 recién nacidos, de los cuales se calcula que aproximadamente 10-15%
de los neonatos mueren, 10-15% desarrollan paralisis cerebral y mas del 40% tienen
otro tipo de discapacidades como problemas visuales y auditivos, problemas
cognitivos, de comportamiento, atencion y para sociabilizar, asi como discapacidades

motoras, epilepsia y autismo (Go#i de Cerio y cols, 2013; Vannucci y Hagberg, 2004).

El mecanismo por el cual se genera el dafio hipoxico-isquémico (HI) aun no esta
completamente comprendido. Se ha observado que posterior al dafio ocurren dos fases
de muerte celular: La fase aguda o inmediata y la fase cronica o tardia. La
Figura 1 resume el mecanismo de dafo generado por HI. Inicialmente la hipoxia
aumenta el metabolismo anaerobio, produciendo acidosis metabdlica y deprimiendo la
funcién del miocardio, lo que provoca hipotension e isquemia cerebral, y éstos a su vez
provocan una falla energética. La falla energética afecta el funcionamiento de los
sistemas de transporte dependientes de ATP; por ejemplo las bombas Na*-K*-ATPasa,
cuya falla conduce a pérdida de la homeostasis idnica, despolarizacion celular,
activacion de sistemas enzimaticos como sintetizas de 6xido nitrico (NOS), formacién
de edema vy lisis celular. Otro mecanismo de dafio que se produce es la excitotoxicidad
glutamartérgica provocada por la despolarizacion neuronal y la falla en la recaptura de
glutamato por parte de la glia, lo que lleva a activacion de los receptores NMDA con
incremento del Ca®" intracelular y la posterior activacion de fosfolipasas, proteasas,
endonucleasas y produccion de factores pro-oxidantes, los cuales dafaran la estructura
de celular. Todo lo anterior lleva a necrosis si el dafio es severo, pero si es en menor
grado se inicia el proceso de apoptosis (Mdderscheim, 2006; Huang y Castillo, 2008;

Beilharz y cols, 1995). En la fase cronica que ocurre de 6 a 100 h después del dafio, el



cerebro es reoxigenado y existe una respuesta inflamatoria activada por la glia, lo que
genera hiperexcitabilidad, acumulacion de citotoxinas y una falla energética tardia que
lleva a la activacién de las NOS, produccion de radicales libres, disfuncion mitocondrial
y finalmente apoptosis (Mdderscheim, 2006; Goni de Cerio y cols, 2013, Inder y Volpe,
2000).
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Figura 1.- Cascada de sefalizacion producida por hipoxia-isquemia. Posterior a la hipoxia-isquemia ocurre una falla
energética que genera disfuncion en los sistemas dependientes de ATP que comprometen la homeostasis idnica, la

polaridad neuronal y activa diferentes procesos que desembocan en muerte celular por necrosis y apoptosis.

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



Con respecto al nivel de maduracion el cerebro inmaduro tiene ciertas caracteristicas

diferenciales con respecto al cerebro maduro, lo que les proporciona cierta resistencia y

a su vez vulnerabilidad contra el dano HI. Con relacion a esto se sabe que en el cerebro

inmaduro:

1)

2)

3)

4)

5)

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

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

Tiene una alta concentracion de acidos grasos insaturados, disponibilidad de
fierro libre y pobre capacidad antioxidante, lo que favorece el dafo oxidativo
(Kleman y cols, 2010).

En cerebros inmaduros existen grupos neuronales mas vulnerables debido a una
mayor expresion de receptores a glutamato tipo NMDA que potencian el ataque
por especies reactivas de oxigeno y nitrégeno. Se ha observado en modelos de
hipoxia/isquemia unilateral en ratas que las areas dafadas se encuentran
principalmente en la corteza cerebral, materia blanca subcortical y periventricular,
talamo, ganglios basales, hipocampo y cerebelo (Goni de Cerio y cols, 2013;
Vannucci y Haberg, 2004; Inage y cols, 1998).

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

celular de los mismos (Gofii de Cerio y cols, 2013).

Un mecanismo enddgeno de proteccion frente a diferentes tipos de dafno en el SNC es

la produccion de factores de transcripcion y neurotrofinas o factores de crecimiento,

como por ejemplo el factor de transcripcion inducido por hipoxia (HIF 1a) que prepara al

sistema para que responda frente a este insulto, y otros tipos de neurotrofinas como el

factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1), el factor de crecimiento neural (NGF) y



hormonas entre las que se encuentra la GH, la cual aumenta la sobrevivencia celular y

promueve la neurogénesis (Alba-Betancourt y cols, 2013; Regalado y cols, 2012).

2) Hormona del crecimiento y su estructura.

El término GH se usa para designar a un conjunto de péptidos sintetizados
principalmente por las células somatotropas de la adenohipdfisis. La variante de 22 KDa
es la principal isoforma constituida por 191 aminoacidos unidos por dos puentes
disulfuro, como se observa en la Figura 2A. En la Figura 2B se observa que este
péptido estd conformado por 4 a hélices donde dos son paralelas entre si, pero
antiparalelas en relacion con las otras dos, conectadas a través de loops (Regalado y
cols, 2012; Fernandez-Tresguerres, 2010; Harvey y cols, 1994). Entre sus principales
funciones estan la estimulaciéon del crecimiento somatico y la regulacion del
metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas (Regalado y cols, 2012). Se sintetiza
principalmente en la adenohipdfisis, sin embargo, diversos estudios han mostrado su
expresion extrahipofisiaria, asi su mensajero se ha observado en el tejido neuronal,
inmune, reproductivo, muscular, tegumentario y cardiovascular, donde puede tener
otras funciones ademas del crecimiento, desarrollo y metabolismo (Alba-Betancourt y
cols, 2013).



a hélices

Figura 2.- Estructura de la GH. En la figura 2A se muestra la secuencia de aminoacidos, asi como los dos puentes
disulfuro formados entre las cisteinas 53-182 y 165-189; mientras que en la figura 2B se muestra la estructura
terciaria de la GH (Tomado de Ganong; 2006 y Kaabi; 2012).

3) Receptor de la hormona del crecimiento y su estructura.

La GH puede ejercer sus efectos a través de su receptor
(GHR). Este es una proteina transmembranal de la superfamilia de receptores de
citosinas clase |. Como puede observarse en la figura 3 consiste de una cadena de 620
aminoacidos (aa), con una region transmembranal de 24 aa que une el dominio
extracelular con el dominio citoplasmatico. EI dominio citoplasmatico de 350 aa tiene
dos regiones denominadas box 1 y 2, donde se ancla a las Janus cinasa 2 (JAK2),
necesarias para la transduccion de la sefial, mientras el dominio extracelular consiste
en una cadena de 246 aa, que consta de dos subdominios, uno que interactua con la
hormona y el otro que puede asociarse con un segundo receptor para formar un dimero
y ejercer asi sus efectos. EI GHR también presenta variantes moleculares, una de ellas
es la escision enzimatica del dominio extracelular, lo que da lugar a la proteina de union
de la GH (GHPB), la cual puede modificar el tiempo de vida media de la GH
secuestrandola y evitando que se una a su receptor por competencia (Nyberg, 2000;
Regalado y cols, 2012; Alba-Betancourt, 2011; Méderscheim, 2006).



4) Mecanismo de accién de la hormona del crecimiento.

Para ejercer sus efectos la GH debe interactuar con su receptor en el primer
subdominio, formando el complejo hormona-receptor, y posteriormente un enlace de
este complejo con un segundo receptor por medio del segundo subdominio para formar
un dimero como se muestra en la Figura 3. La formacion de este complejo produce un
cambio conformacional de la regién extramembranal y transmembranal, lo que lleva a la
activacidon de cinasas como las JAK2 y Src. Estas enzimas estan asociadas al dominio
intracelular del receptor y su activacion resulta en la fosforilacion de multiples residuos
de tirosinas, lo que lleva al reclutamiento de proteinas citoplasmaticas involucradas en
diversas cascadas de senalizacion. Entre estas cascadas se encuentran las que
involucran a: las proteinas cinasas activadas por mitdgenos (MAPK) y la activacion de
ERK1/2, la activacion de las STAT (1,3, 5) que activan la transcripcion; ademas de la
via de la cinasa del fosfatidil-inositol trifosfato (IP3K) y la activacién de la protein cinasa
C (PKC) como se ejemplifica en la figura 3 (Nyberg, 2000; Regalado y cols, 2012;
Herington, 2012).

I PKC | | STAT | | ERK1/2 J

S/

m TRANSCRIPCION |

Figura 3.- Mecanismo de accion de la GH. Se observa que por una molécula de GH se une a dos moléculas de su

receptor y activa la produccion de IGF-1, asi como varias vias de sefalizacion como: MAPK, IP-3K, STAT y PKC.
Modificado de Brooks y Waters, 2010.
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5) GH y el sistema nervioso central (SCN)
Como se menciond anteriormente la GH se le relaciona principalmente con la
estimulaciéon del crecimiento somatico y sus efectos sobre el metabolismo de
carbohidratos (induce resistencia a la insulina), lipidos (estimula la lipdlisis) y proteinas
(estimula la sintesis proteica); sin embargo en estudios recientes su mensajero se ha
encontrado en tejidos de diferentes sistemas como el: inmune, integumentario,
respiratorio, renal, cardiovascular, reproductor, neuroendocrino y SNC, donde ademas
de sus efectos endocrinos clasicos, puede tener una funcién autocrino-paracrina
participando en la regulacion de la proliferacion, diferenciacién y supervivencia de
diferentes tipos celulares (Fernandez-Tresguerres, 2010; Alba-Betancourt, 2013;
Regalado y cols, 2012). En el SNC de diferentes especies como: rata, mono y pollo se
ha encontrado a la GH y su receptor ampliamente distribuidos. Lobie y cols. (1993)
encontraron inmunoreactividad para el GHR en diferentes estructuras de cerebro de
rata como: el I6bulo frontal, talamo, cerebelo, entre otras como se muestra en la Tabla
1; y en diferentes tipos celulares como: neuronas, astrocitos, oligodendrocitos, microglia
y ependimocitos. Una distribucion similar se obtuvo cuando se realizd hibridacién in situ

(Hojvat vy cols, 1982; Alba-Betancourt y cols, 2011; Harvey y cols. 2003).
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Tabla 1. Distribucion de GH y su receptor a lo largo del SNC de diversas especies.

Lobulo frontal, talamo, cerebelo,

Intensa tronco cerebral, retina y plexo

: Amigdala, hipotalamo,
coroideo.

: _ S nucleo caudado, talamo,
Hipocampo, amigdala, hipotalamo, :
_ ) o hipocampo, corteza,
bulbo olfatorio, coliculo inferior, »
Alta ) _ ) _ cerebelo, globo palido,
médula espinal, I6bulo frontal, retina y :
putamen, bulbo olfatorio,
tronco cerebral. : : : .
eminencia media, médula

Cerebelo, talamo, I6bulo frontal, . . _
espinal, vesicular épticas y
hipocampo, bulbo olfatorio, coliculos » :
Moderada-baja : - ) _ oticas y retina.
superior e inferior, médula espinal,

hipotalamo, tronco cerebral y retina.

Estructuras del SNC de rata y pollo, donde se encontré inmunoreactividad para GH o su receptor, clasificadas segun
la intensidad de la tincion. Modificado de Lobie y cols, 1993; Hojvat y cols, 1982; Alba-Betancourt y cols, 2011;
Harvey y cols, 2003.

Ademas de la GH extra-hipofisaria también la GH hipofisaria puede estar presente en el
SNC ejerciendo sus funciones; sin embargo aun existe controversia acerca de si esta
hormona puede atravesar la barrera hematoencefalica (BBB). Las evidencias a favor
son el aumento en la concentracion de GH en el liquido cefalorraquideo posterior a una
dosis sistémica, asi como el aumento de la radioactividad en homogenados de cerebro
posterior a la administracion intravenosa de 1"°_GH (Coculescu, 1999; Burman y cols,
1996; Pan y cols, 2005; Stern y cols, 1975).En este contexto se ha propuesto diferentes
mecanismos por los cuales la GH llega al SNC, entre ellos: la generacion de fragmentos
por protedlisis enzimatica a fragmentos bioactivos que puedan atravesar la BBB
(Nyberg, 2000). El paso de la GH por la BBB por medio de los drganos
circunventriculares a través de la eminencia media del hipotalamo por ejemplo (Hallberg
y Nyberg, 2012). La translocacién de la GH mediante la internalizacién de su receptor
en el endotelio vascular a través del plexo coroideo (Aberg y cols, 2006) o el paso por la
BBB a través de transporte activo; en este sentido Pan y cols. (2005) mencionan que el
transporte de GH al SNC no se trata de un sistema de transporte activo, sino

posiblemente de difusién pasiva, ya que estos autores no encontraron saturacion del
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transporte al administrar GH en exceso. Por otro lado la GH puede ejercer sus efectos
en el SNC por medio de la liberacion de mediadores secundarios como es el caso de

IGF-1, el cual si puede cruzar |la BBB.

La presencia de GH ya sea hipofisaria o extra-hipofisaria en el SNC sugiere que esta
puede tener funciones directas sobre este sistema. Por ejemplo, se ha observado que
en el cerebro en desarrollo esta hormona participa en la regulacion de la diferenciacion,
proliferacion y sobrevivencia neuronal, el crecimiento axonal, proliferaciéon y
diferenciacion astrocitica, sintesis de mielina y arborizacion detritica. Los animales
knockout del receptor o deficientes en GH muestran menor peso del cerebro y la
meédula espinal, por reduccion de la neurogénesis, sinaptogénesis e hipomielinizacion
(Arce y cols, 2013; Mdderscheim, 2006). En el cerebro adulto la GH tiene efectos sobre
la neurotransmision, la memoria y el aprendizaje, el apetito, la actividad motora, efectos
sobre el ciclo suefno/vigilia y provee cierto grado de neuroproteccion (Regalado y cols,
2012; Harvey y cols, 1994; Nyberg, 2000; Arambulo, 2013). En un estudio realizado
por Webb y cols. (2012) observaron que los nifios con deficiencia de GH obtuvieron una
menor puntuacion en pruebas de habilidades motoras y cognitivas (como 1Q,
comprensién verbal, velocidad de procesamiento, pero no en pruebas de memoria y
atencion) comparados con nifios con baja estatura idiopatica, ademas encontraron una
disminucidon en el volumen del esplenio del cuerpo calloso, el globo palido, el
hipocampo derecho y el talamo izquierdo, asi como una menor integridad de la materia

blanca en el tracto corticoespinal y cuerpo calloso.

6) Papel neuroprotector de la GH.
Los estudios que se han realizado en ratas sometidas a hipoxia-isquemia observaron un
incremento de la expresién de GH y su receptor en las areas danadas y la periferia,
cuya consecuencia se piensa seria la activacidon de rutas antiapoptoéticas en una
primera fase y la facilitacion de la neurogénesis y migracion hacia el area afectada en
una segunda fase (Regalado y cols, 2012; Scheepens y cols, 2001). Por otra parte,
algunos estudios han mostrado que la administracion de GH posterior a una lesién por
trauma por ejemplo, acelera la recuperacién de algunas funciones neuronales y podria
desempenar un papel en la reparacion cerebral (Arce y cols, 2013; Devesa y cols, 2013)
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ya sea directamente o a través de otros factores neurotréficos conocidos como el
BDNF, VEGF e IGF-l. Con respecto a este punto, se ha observado que la
administracion de GH mejora el aprendizaje y la memoria en ratas con dafio en los
nucleos basales de Meynert, provocado por acido iboténico (Doulah y cols, 2009),
mejora la actividad motora en ratas con ablacion de la corteza motora y aumenta la
inmunoreactividad a nestina en la corteza contralateral (Heredia y cols, 2013). La GH
también aumenta la supervivencia de las células del hipocampo, contrarresta el efecto
inhibidor de la privacién prolongada del suefio sobre la proliferacion celular (Garcia-
Garcia y cols, 2011) y puede aumentar el numero de células progenitoras en la zona
sub-ventricular del hipocampo (Aberg y cols, 2009; Blackmore y cols, 2012). De manera
similar estudios de Devesa y cols, (2011) in vivo en rata mostraron que la
administracion de GH durante 4 dias posterior a una la lesién inducida por acido kainico

potencia la respuesta proliferativa en el giro dentado del hipocampo.

Con respecto al efecto neuroprotector de GH frente a dafio generado por hipoxia-
isquemia experimentos in vitro mostraron que la concentracion de GH aumenta un 17%
y 91% en cultivos primarios y organotipicos, respectivamente, de cerebelo sometidos a
hipoxia y baja glucosa (Alba-Betancourt y cols, 2013; Cérdoba, 2011). In vivo se ha
observado un aumento de la concentracién e inmunoreactividad de GH entre 16% a
74% en diferentes tipos celulares de animales sometidos a este tipo de insulto
(Sheepens y cols. 2001). Ademas de lo anterior existen evidencias de que la
administracion de GH tiene un efecto protector tanto in vivo como in vitro; en la Tabla 2
se muestran diferentes ejemplos realizados con animales sometidos a hipoxia-isquemia,

tratados con GH y en los que se observo un efecto neuroprotector.
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Tabla 2. Efecto neuroprotector posterior a la administracion de GH.

Autores Realizado en: Adm. Dosificacion Resultados
: Disminucién de la actividad de
Cérdoba M. or 2lrj1lélt\|{oiscos Previa ;uorajr?(enz: caspasa-3 con el tratamiento 1nM
C., 2011 ganotip 3 y de la proporcién Bax/Bcl2 24 h
de cerebelo dafio . ~
después del dano.
Alba Cultivos Aumento de la viabilidad, de la
Betancourt Previa 1 nM durante  expresion de Bcl2 y disminucién de
neuronales de -
y cols., cerebelo la actividad de caspasa-3 24 h
2013 después del daio.
. 50 mg/kg Disminucién en la
Sc?)llg D2(I)-IO 4y Ratca“sage 7 Previa antes, 12y 36 inmunoreactividad de Bax, Bad,
o h. s.c. iINOS y eNOS.
10 mg/kg, i.p. Disminucién de la relacion
HanR. Ty Ratas de 7 : . . )
cols, 2007 dias Previa 10.pl, l.c.v.o lipidos/N-metil a§paﬂato y
i.C.v.-i.p apoptosis.
Gustafson 5 mg/kg por 14 Moderada neuroproteccion por una
Ratas de 7 . d, 50 0 100 disminucion del porciento de
K.y cols., di Posterior ., isferi
1999 ias mg/Kg por 7d. reduccilon de peso del hemisferio
s.C. danado a 50 y 100 mg/Kg.
Scheepens Reduccién de la pérdida neuronal
P Ratas de 21 . . en la corteza frontoparietal,
A.y cols., , Posterior 20 pg, i.c.v. . , ,
dias hipocampo y tdlamo 3 dias
2001. X ~
después del dano.

Breve resumen de los resultados obtenidos por diferentes grupos, los cuales administraron GH y observaron un

efecto neuroprotector. d: dias, s.c: subcutanea, i.c.v: intracerebroventricular, i.p: intraperitoneal.
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JUSTIFICACION

La encefalopatia hipdxico-isquémica es una de las causas principales de muerte y
discapacidad en recién nacidos, que resulta frecuentemente en paralisis cerebral,
retraso mental, problemas de aprendizaje y epilepsia (Han T. R. y cols: 2007). Cuando
esto ocurre se producen diferentes factores neurotroficos, entre ellos la GH, que pueden
funcionar como agentes neuroprotectores endogenos. A pesar de esto existe un dafio
importante por lo que cabe la pregunta de si la adicién de GH puede favorecer aun mas
la sobrevivencia neuronal. En relacion con esto, estudios previos del laboratorio
realizados in vitro han mostrado que la adicion de GH a cultivos primarios de neuronas
de cerebelo o cultivos organotipicos de cerebelo de embriones de pollo, durante un
dafio producido por hipoxia y baja glucosa aumenta la supervivencia neuronal e inhibe
la apoptosis, por lo que es importante determinar si esto también sucede in vivo cuando

la GH es administrada posterior al dano.

HIPOTESIS

La administraciéon sistémica de rcGH posterior a un dafio por hipoxia en embriones de

pollo de 15 dias de incubacion (DI) tendra un efecto neuroprotector.
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OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES:
1) Determinar si la rcGH puede pasar la barrera hematoencefalica de embriones de
pollo de 15 DI sometidos a condiciones de hipoxia o normoxia.
2) Evaluar si la administracién sistémica de rcGH posterior a un dafio por hipoxia en

embriones de pollo de 15 DI tiene un efecto neuroprotector.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:
1.a) Administrar en la vena corioalantoidea rcGH marcada con Cy3 vy
establecer la distribucién de la misma en cerebro y cerebelo de embriones de
pollo de 15 DI.
1.b) Determinar la integridad de la rcGH-Cy3 por medio de inmunohistoquimica
para GHR y SDS-Western Blot para Cy3.

2.a) Cuantificar el factor de transcripcién HIF-1a en cerebelo de embriones de
pollo de 15 DI sometidos a condiciones de hipoxia y normoxia.

2.b) Determinar el efecto neuroprotector de la rcGH exdgena en cerebelo de
embriones de pollo de 15 DI sometidos a condiciones de hipoxia mediante la
evaluacion de apoptosis usando el ensayo de TUNEL y la cuantificacion de la

actividad de caspasa-3.
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MATERIALES Y METODOS

Materiales:

o Material biolégico:
Se utilizaron huevos fértiles libres de patégenos (Gallus gallus) donados por Pilgrims
Pride, Querétaro, los cuales fueron mantenidos en una incubadora con movimiento a

37°C en condiciones de humedad.

Metodologia:

Los embriones se distribuyeron en 6 grupos diferentes, como se muestra en la Tabla 3:

Tabla 3.- Condiciones para los diferentes grupos utilizados.

Grupo Condiciones Tratamiento Concentracion

de aereacion Hglg
1 Normoxia SS
2 Normoxia rcGH-Cy3 0.15
3 Normoxia rcGH 0.15
4 Hipoxia SS
5 Hipoxia rcGH-Cy3 0.15
6 Hipoxia rcGH 0.15

Se muestra las diferentes condiciones experimentales para cada grupo. SS: Solucién salina.

El disefio experimental se muestra en la Figura 4. Embriones de 15 dias de incubacion
(15DI) se distribuyeron aleatoriamente y fueron sometidos a hipoxia o normoxia. Se
sacaron todos los embriones de la incubadora y con ayuda de una lampara en un cuarto
obscuro se buscoé la vena coroalantoidea, se delimitd y se limpio el area del cascarén
con una torunda con tintura de yodo. Posteriormente se cortd una ventana con ayuda
de una broca dremel y los animales correspondientes a hipoxia se envolvieron con una
capa de polivinilo, envolviendo la mitad del embrion cuidando de cubrir la mitad de la
camara de aire. Posteriormente se incubaron junto con los del grupo de normoxia

durante 24 h a 37°C. Concluido este periodo se desenvolvieron y algunos animales se
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sacrificaron por decapitacion para cuantificar el factor de transcripcion inducido por
hipoxia (HIF 1a). A los animales restantes se les retird la ventana con ayuda de unas
pinzas teniendo cuidado de no romper la membrana del cascaron y se adicioné una
gota de aceite mineral para poder observar la vena corioalantoidea. Se administraron
100 uL de la solucién correspondiente: solucién salina (SS) como control; hormona del
crecimiento recombinante de pollo (rcGH de American Cyanamid AC 4797-100, EUA) o
rcGH marcada con Cy3 (rcGH-Cy3) con una aguja de 30 G con direccién al saco de aire
(Palmer y cols, 2011). Dos horas después de la administracion se sacrificaron los
embriones por decapitacién para ver la distribucién de rcGH-Cy3 o 24 h para cuantificar

la actividad de caspasa-3 o TUNEL.

16 DI

o Normoxia |

fon

33, 1eGH of Distribucién Caspasa 3
reGH-Cy3 1 Integridad TUNEL

o

Figura 4.- Disefo experimental. Embriones de 15Dl se sometieron a hipoxia o normoxia y 24 h despues fueron
sacrificados para cuantificar HIF 1a (A) o se trataron con SS, rcGH O rcGH-Cy3 intravenosa y se sacrifcaron 2h o 24
h despues de la administracion para ver distribucion e integridad de rcGH-Cy3 o actividad de caspasa 3 y TUNEL

respectivamente (B).
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Distribucion de GH en el SNC

o Distribucién de rcGH-Cy3
Los embriones se anestesiaron en hielo durante 10 min, se sacrificaron por
decapitacion y se obtuvieron cerebro, cerebelo e higado, el ultimo como testigo positivo.
Los tejidos se fijaron en solucion de Zamboni (paraformaldehido 4%, acido picrico 1.5%
en PBS 0.02M) durante 24 h a 4°C y se crioprotegieron con sacarosa al 20% a 4°C.
Posteriormente se obtuvieron cortes de 30 um por congelacién utilizando un microtomo
(SM2000R de Leica Microsystem; Alemania) y se guardaron a -20°C con solucion

crioprotectora (polietilenglicol, sacarosa 30% en PBS 1X).

Los cortes se montaron y se dejaron fijando toda la noche a 37°C en oscuridad. Para
contrastar los nucleos se incubaron con una solucién de 500 ng/ml de DAPI (D9542 de
Sigma Aldrich, EUA) por 30 min en oscuridad, se lavaron por 30 min con TBS 1X 'y se
cubrieron con medio de montaje para florescencia (Vectashield H-1000 de Vector,
EUA). Después se observaron en el microscopio confocal (LSM 780 de Carl Zeiss;

Alemania) para determinar distribucion de rcGH-Cy3 en los diferentes tejidos.

o Integridad de GH-Cy3

Inmunohistoquimica de GHR

Los cortes se montaron y se dejaron fijando toda la noche a 37°C en oscuridad.
Posteriormente se lavaron con TBS 1X (TRIS 10 mM, NaCL 234 mM, pH 7.6) por 30
min y se incubaron con leche al 5% en TBS 1X por 2 h. Terminado este periodo se
lavaron los tejidos con TTBS 1X (Triton X-100 0.1% en TBS 1X) por 30 min y se
incubaron toda la noche en camara humeda con el anticuerpo hecho en ratén anti-GHR
(MA1-82444 de Thermo Scientific Pierce Antibodies, EUA) en leche al 1% en TTBS, a
una dilucién 1:200. Posteriormente se lavaron con TTBS 1X por 30 min, se incubaron 2
h con el anticuerpo IgG-FITC anti-ratén hecho en conejo (81-6711 de Invitrogen, EUA)
en leche al 1% en TTBS, a una dilucién 1:200 y se lavaron con TBS 1X durante 30 min.

Se contratifieron los nucleos con DAPI y se observaron en el microscopio confocal.
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SDS-Western Blot de Cy3 y GH

Los embriones se sacrificaron por decapitacion y se obtuvieron el cerebro, cerebelo e
higado, los cuales fueron congelados en hielo seco y almacenados a -80°C. Para
realizar la técnica de SDS-Western Blot blot los tejidos fueron homogenizados con
RIPA (50 mM TRISa pH 7.4, 0.5% NP40, 100 mM NaCl e inhibidores de proteasas,
Complete Mini, EDTA-free de Roche, EUA) con ayuda de un pistilo de plastico, se
incubaron 10 min en hielo, se centrifugaron a 12,000 RPM por 20 min a 4°C, se
recolecto el sobrenadante y se cuantificaron proteinas por el método de Bradford (500-
0006 de Bio-Rad, EUA).

Se realizé un SDS-PAGE en condiciones reductoras en un gel de poliacrilamida al 12%,
con una carga de 80 ug de proteina total por pozo. Concluida la electroforesis el gel se
equilibré con amortiguador de transferencia (TRIS 25 mM, Gly 192 mM, Metanol 20% ,
pH 8.3) 15 min, al igual que las membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad, EUA), el papel
filtro, las fibras y el sandwich. Se transfirieron los geles de poliacrilamida a la membrana
de nitrocelulosa a 200mA durante 1h con agitacion constante. Posteriormente se
lavaron con TBS 1X (20 mM Tris, 0.5 M NaCl, pH 7.5) por 10 min y se bloquearon las
membranas con leche semidescremada al 5% (Bio-Rad, EUA) en TBS 1X por 2 h a
temperatura ambiente y en agitacion constante. Se lavaron con TTBS 1X (TBS 1X+
Tween 20 0.05%) 30 min e incubaron con el anticuerpo hecho en ratéon anti-Cy3
(ab52060 de abcam, Canada) o anticuerpo hecho en conejo anti-GH (CAP2, México),
en TTBS 1X con leche al 1%, diluido 1:1000 o 1:10000 respectivamente toda la noche a
temperatura ambiente. Se lavaron con TTBS 1X 30 min e incubaron con el anticuerpo
anti-lgG de raton hecho en conejo (616520 de Invitrogen, EUA) o anti IgG de conejo
hecho en cabra (656120 de Invitrogen, EUA) conjugados con HRP, en TTBS 1X con
leche al 1%, diluido 1:1000 o 1:3000 respectivamente) por 2 h a temperatura ambiente.
Se lavaron con TTBS 1X 30 min y TBS 1X 30 min, y se revelaron con ECL (sustrato

quimioluminiscente de Amersham/Pharmacia, UK) en peliculas Kodak Biomax ML film.

Se realizo stripping a las membranas de Cy3 para determinar actina como control de

carga. Se lavaron con TBS 1X 45 min e incubaron con buffer para stripping (TRIS-
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HCI/SDS/Mercatoetanol) 40 min entre 70 y 80°C en bafo maria con agitacion constante.
Se lavaron con TBS 1X hasta eliminar el olor del mercaptoetanol. Posteriormente se
bloquearon con leche semidescremada al 5%, se lavaron con TTBS 1X 45 min e
incubaron con el anticuerpo Anti-Actina hecho en ratén (sc-58673 de Santa Cruz
Biotecnology, EUA) en TTBS 1X con leche al 1%, dilucién 1:3000 toda la noche a
temperatura ambiente. Se lavaron con TTBS 1X 45 min e incubaron con el anticuerpo
anti IgG de ratén conjugado con HRP, en TTBS 1X con leche al 1%, diluido 1:1000 por
2 h a temperatura ambiente. Se lavaron con TTBS 1X 45 min y TBS 1X 30 min y se
revelé con ECL en peliculas Kodak Biomax ML film. Se determiné el peso molecular y
se calculd la densidad de pixeles con ayuda del software Image Lab 3.0 de Bio-Rad
(EUA). Se hizo la relacion con respecto a actina y se normalizaron los datos
considerando como 1 el promedio de los animales tratados con GH-Cy3 y mantenidos

en normoxia por cada membrana.

Determinacion del efecto neuroprotector de GH:

o Cuantificacion de HIF 1a
Para la cuantificacion de HIF 1a se obtuvo cerebelo, se congeldé en hielo seco y se
almacend6 a -80°C. Para la cuantificacion de la expresion de HIF-1a mediante SDS-
Western blot los tejidos se homogenizaron como se mencioné en el apartado de SDS-

Western Blot Cy3 y GH, y se cuantificaron proteinas por el método de Bradford.

Se realiz6 un SDS-PAGE con condiciones reductoras en un gel de poliacrilamida al
10%, con una carga de 80 pg de proteina total por pozo. Posteriormente se transfirieron
los geles y se bloquearon las membranas como se mencioné anteriormente. Se lavaron
las membranas con TTBS 1X e incubaron con el anticuerpo Anti-HIF-1a (3716S de Cell
Signaling, EUA) en TTBS 1X con leche al 1%, diluido 1:1000 toda la noche a
temperatura ambiente. Se lavaron con TTBS 1X e incubaron con el anticuerpo anti IgG
de conejo conjugado con HRP, en TTBS 1X con leche al 1%, diluido 1:3000 por 2 h a
temperatura ambiente. Se lavaron con TTBS 1X, posteriormente con TBS 1X y se

revelaron con ECL en peliculas Kodak Biomax ML film.
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Se realiz6 stripping para actina y se cusntificd la densidad de pixeles con ayuda del
software Image Lab 3.0, se hizo la relacion con respecto a actina y se calculd la
proporcion relativa considerando como 1 el promedio de los controles por cada

membrana.

o Evaluacién de apoptosis por el ensayo de TUNEL
Los embriones se sacrificaron por decapitacion, se obtuvo cerebelo, se fijé con solucion
de Zamboni, se crioprotejid con sacarosa al 20% y se realizaron cortes de 30 ym por
congelaciéon en un microtomo. Los cortes se montaron, se dejaron fijando toda la noche
a 37°C y se lavaron con PBS 1X por 30 min. Se expusieron los epitopes con buffer de
citrato (citrato de sodio 10mM, pH 6.0 y triton 1%) a 80°C por 30 min. Se lavaron por 20
min con PBS 1X. Terminado este periodo se incubaron con una solucién de 2 ug/ml, en
10 mM de TRIS/HCI pH 7.4, de proteinasa K (Thermo Scientific, EUA) por 10 min a
37°C en condiciones de humedad para permeabilizar, se lavaron con PBS 1X por 10
min. Posteriormente se elimind la autoflorescencia incubando por 30 min con negro de
Sudan 0.1%-etanol 70% y lavando por 30 min con PBS 1X. Para realizar el ensayo
TUNEL (por sus siglas en ingles, Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP
nick end labeling) se utilizé el kit para detecciéon de muerte celular POD in situ (No. de
Cat. 11684795910 de ROCHE, EUA) siguiendo las instrucciones indicadas en el
manual. A cada corte se le adicionaron 50 uL de la mezcla de reaccion de TUNEL (50
ML de la solucion con TdT a 450 uL de solucion con los dUTPs) e incubaron 1.5 h a
37°C en atmosfera humeda y oscuridad. Finalizada la incubacion se lavaron con PBS
1X por 30min, se contratifiieron los nucleos con DAPI, se cubrieron con medio de
montaje para florescencia y se observaron en el microscopio ApoTom (Carl Zeiss,
Alemania). Se cuantifico el area correspondiente a la sefial de TUNEL y DAPI con
ayuda del software Image J (National Institutes of Healt, EUA), se hizo la relacion area
TUNEL/area DAPI y posteriormente los datos se normalizaron considerando el

promedio del grupo control sometido a hipoxia como el 100%.
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o Evaluacion de la actividad de caspasa-3
Los embriones se sacrificaron por decapitacion y se obtuvo el cerebelo, se congel6 en
hielo seco y almacend a -80°C. Se homogenizé en 250 pyL de amortiguador de lisis
(HEPES/NaOH 10mM pH 7.4, EDTA 2 mM, DTT 1 Mm, CHAPS 0.1%) con un pistilo de
plastico, se incub6é por 10 min y se centrifugd a 12000 RPM por 20 min a 4°C, se

recolecto el sobrenadante y se cuantificaron proteinas por el método de Bradford.

La cuantificacién de la actividad de caspasa-3 se realizd con ayuda de un ensayo
colorimétrico comercial especifico para esta caspasa (Caspase-3 Colorimetric Assay Kit
De Assay Designs Inc, No. de Cat. 907-013, EUA). Siguiendo las instrucciones del
fabricante en una placa de 96 pozos se colocaron 50 uL de buffer activo de reaccion de
caspasa 3 (buffer de reaccidén de caspasa-3 y dithiothreitol) en los pozos blanco. En
dos pozos se adicionaron 125 uL de calibrador de p-nitroanilina (p-nitroanilina 50 uM en
amortiguador de reaccion de caspasa-3). Para realizar la curva estandar se reconstituyo
el vial del estandar de caspasa-3 con el amortiguador de reaccion activo de caspasa-3
(tubo 1) y se realizaron diluciones seriadas 1:2 con amortiguador de reacciéon activo de
caspasa-3 hasta el tubo 5. Se adicionaron 50 uL de los estandares o las muestras (20
Mg de proteina) a los pozos por duplicado y 75 uL del sustrato de caspasa a todos los
pozos excepto los que contenian p-nitroanilina, se mezclaron suavemente e incubaron 3
h a 37°C. Para detener la reaccion se adicionaron 10 pyL de solucion de bloqueo y se
leyo en el lector de ELISA (Bio-Rad 3550-UV, EUA) a 405 nm. Se hicieron los calculos
para obtener la curva de calibracién considerando que la densidad 6ptica del calibrador
equivale a 34.72 unidades de caspasa-3 activa cuando ésta reacciona con su substrato

y posteriormente se obtuvieron las unidades de caspasa-3 activa/ug de proteina.

Analisis estadistico

Los datos se graficaron como media + error estandar de cada grupo. El andlisis
estadistico utilizado fue una t de Student. Para el caso de TUNEL se utilizé6 un andlisis
de varianza (ANDEVA) unifactorial seguido de la prueba post hoc de Bonferroni. Esto se

realizdé con ayuda del software GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, EUA).
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RESULTADOS
Distribucion de GH en el SNC

a) Controles

Inicialmente se practicd la administraciéon en la vena corioalantoidea utilizando una
solucién de azul de Evans al 1%. Los animales a los que se les administré azul de
Evans mostraron todos los érganos internos tefidos de azul excepto cerebro y cerebelo,
donde en una vista macroscopica y cortes de 30 um el azul solo fue detectable en los
ventriculos laterales y sus paredes independientemente de la condicidn de oxigenacion.
Una vez que la administracion de azul de Evans se realizd correctamente, se procedio a
administrar GH-Cy3, tomandose el higado como control positivo debido a que es un
organo altamente irrigado y con una alta cantidad de GHR. En la Figura 5 se muestran
imagenes representativas de cortes de higado de animales mantenidos en normoxia e
hipoxia con o sin tratamiento con GH-Cy3, en las que se observa que la senal
correspondiente a GH-Cy3 (roja) esta ausente en animales control. En animales
tratados con GH-Cy3, ésta se ubico sobre todo en la periferia de los hepatocitos como
puede observarse en las Figuras 5B y D (sefalados con flechas), en lo que pueden ser
vasos sanguineos y en menor grado dentro de los hepatocitos, Figuras 5C y E.
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Figura 5.- Imagenes representativas de GH-Cy3 en higado. Las imagenes corresponden a: animales a los que se les
administro solucién salina sometidos a normoxia (A), animales sometidos a normoxia con GH-Cy3 (By C)y
animales sometidos a hipoxia con GH-Cy3 (D y E). Las flechas sefialan posibles vasos sanguineos donde se ubicé la
hormona marcada.

Con respecto a las diferentes condiciones de aireacion las Figuras 5B-C y 5D-E que
corresponden a animales mantenidos en normoxia e hipoxia respectivamente, parece
que la cantidad de hormona es mayor en hipoxia. Al realizar la densitometria para GH-
Cy3 ésta aumentd 1.6+0.3 veces con respecto al control; sin embargo como puede
verse en la Figura 6A este aumento no fue significativo.
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Figura 6.- Analisis densitométrico e inmunoblot contra Cy3 en homogenados de higado. La Figura A corresponde a la
proporcion relativa de GH-Cy3 en condiciones de normoxia e hipoxia. Cada barra corresponde a media+ ES (t=1.996,
gl=10). En la Figura B se muestra la banda obtenida con el anticuerpo contra Cy3, la cual sale a la altura del control
(GH) con un peso aproximado de 26 kDa y que esta ausente en animales tratados con solucion salina. Esta banda
también se observo con el anticuerpo contra GH. NSS: Normoxia+SS (n=3), HSS: Hipoxia+SS (n=3), NGH:
Normoxia+GH (n=6) y HGH: Hipoxia+GH (n=6).

Para saber si la sefal roja observada en la Figura 5 corresponde a GH y no a Cy3 libre
se realiz6 SDS-Western Blot para Cy3 y GH, asi como inmunomarcaje para el receptor
de GH (GHR). En la Figura 6B se muestra el inmunoblot obtenido para Cy3 en el cual
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se obtuvo una banda a la altura del control (GH-Cy3) a un peso molecular de 26kDa,
peso molecular de la GH y que esta ausente en los animales tratados con solucién
salina. En el caso del inmunoblot para GH nuevamente se encontré la banda de 26 kDa
(Figura 6B), lo que nos indica que existe GH-Cy3 integra en los homogenados. Con
respecto a el inmunomarcaje contra el GHR se observé una amplia distribucion del
mismo en condiciones de normoxia, ademas de una alta co-localizacion con la hormona
(Figuras 7C). En hipoxia (Figuras 7F) se encontraron varias células en las que se
observa la colocalizaciéon de la hormona y su receptor, aunque en la periferia de los
hepatocitos la colocalizacion disminuyd.

Figura 7.- Imagenes representativas de inmunohistoquimica para GHR en higado. Las imagenes corresponden a:
animales administrados con GH-Cy3 en condiciones de normoxia (A-C) e hipoxia (D-F) separado en los diferentes
canales: A la izquierda para el GHR, en medio para GH-Cy3 y a la derecha para GHR+GH-Cy3+DAPI. Las regiones

amarillas son zonas donde la hormona co-localiza con su receptor.

b) Cerebelo

Se realizaron cortes transversales para ver la distribucion de GH-Cy3 en cerebelo. La
sefal de GH-Cy3 estuvo ausente en animales a los que se les administré solucion
salina como se observa en la Figura 8A, mientras que en animales a los que se les
administré hormona marcada ésta se encontré ampliamente distribuida en el cerebelo
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como puede observarse en la Figura 8, encontrandose principalmente en los vasos
sanguineos (Figuras 8B y C, indicados por cabezas de flechas) y en el citoplasma de
células de Purkinje (Figuras 8B-E indicadas por flechas), en menor grado en el
citoplasma de células de los nucleos profundos (Figuras 8F y G, indicadas por flechas)
y con una sefal aun mas deébil en el citoplasma de células de la capa granular (Figuras
8H e |, indicadas por flechas) tanto en normoxia como en hipoxia.

Células de Purkinje (CP)

Nucleos profundos
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Capa granular interna (Gr)

Figura 8.- Imagenes representativas de GH-Cy3 en cerebelo. Las imagenes corresponden a: animales a los que se
les administré solucidn salina (A), animales mantenidos en normoxia con GH-CY3 (B, D, F y H), animales sometidos
a hipoxia con GH-Cy3 (C, E, G e I). Las flechas indican células donde esta presente GH-Cy3, mientras las cabezas
de fleca indican vasos donde se encuentra a hormona. Mo: Capa molecular, CP: Células de Purkinje, Gr: Capa
granular y eGr: Capa granular externa.

Cuando los animales fueron sometidos a hipoxia la sehal de GH parece aumentar
comparado con los de normoxia, como puede observarse al comparar las figuras 8B, C,
H e |. Resultados similares se obtuvieron al realizar la densitometria para GH-Cy3,
donde la hormona aumento significativamente 2.8+0.3 veces en los animales sometidos
a hipoxia con respecto a los mantenidos en normoxia (Figura 9A).
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Figura 9.- Analisis densitométrico e inmunoblot contra Cy3 en homogenados de cerebelo. La Figura A corresponde a
la proporcion relativa de GH-Cy3 en condiciones de normoxia e hipoxia. Cada barra corresponde a media+ ES,
donde ***=P<0.001 (t=5.845, gI=7). En la Figura B se muestra la banda obtenida con el anticuerpo contra Cy3, la
cual sale a la altura del control (GH) con un peso aproximado de 26 KDa y que esta ausente en animales tratados
con solucion salina. Esta banda también se observé con el anticuerpo contra GH. NSS: Normoxia+SS (n=3), HSS:
Hipoxia+SS (n=3) y NGH: Normoxia+GH (n=5) y HGH: Hipoxia+GH (n=4).

Con respecto al inmunomarcaje para GHR y SDS-Western Blot para Cy3 y GH, la
Figura 10 corresponde a inmunomarcaje para GHR en normoxia (10A-D) e hipoxia (10E
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y F), donde se observa que al similar a la hormona el receptor estda ampliamente
distribuido, encontrandose en las células de Purkinje, los nucleos profundos y la capa
granular co-localizando con la hormona marcada. En el caso del SDS-Western Blot para
Cy3 se obtuvo una banda a la altura del control a un peso molecular de 26kDa, peso
molecular de la GH, y esta ausente en los animales tratados con solucion salina (Figura
9B). En el caso de GH entre las diferentes bandas se encontr6 la de 26 kDa (Figura
9B).

Figura 10.- Imagenes representativas de inmunohistoquimica para GHR en cerebelo. Las imagenes corresponden a:
nucleos profundos (A-C, separado en los diferentes canales: A para GHR, B para GH-Cy3 y C para la mezcla de
ambos canales) y células de Purkinje (D) de animales a los que se les administré6 GH-Cy3 en condiciones de
normoxia y células de Purkinje (E y F) en condiciones de hipoxia. Las regiones amarillas, indicadas por flechas, son
zonas donde la hormona co-localiza con su receptor.

c) Cerebro

Se realizaron cortes coronales de cerebro para observar la distribucién de GH-Cy3. La
sefal de GH-Cy3 estuvo ausente en animales a los que se les administré solucion
salina como previamente se habia mencionado para higado y cerebelo (Figura 11B). En
la Figura 11A se muestra una imagen panoramica de un corte coronal de cerebro de
pollo, donde se encuentran sefialadas las areas en las que se buscod sefal
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correspondiente a la hormona. En animales a los que se les administr6 hormona
marcada, ésta se encontré ampliamente distribuida en el cerebro, encontrandose
principalmente en los vasos sanguineos (Figura 11F-J y L, indicados por cabezas de
flechas), plexos coroideos (Figura 11C y D) y areas periventriculares (Figura 11E y F),
en menor grado en hipotalamo (Figura 11G y H, indicadas por flechas), hipocampo
(Figura 11l y J, indicadas por flechas) y con una sefal aun mas débil en la corteza
(Figura 11K y L, indicadas por flechas) tanto en normoxia como en hipoxia.

Plexos coroideos (PXC)

Area periventricular (APV)
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Hipotalamo (HPT)

Hipocampo (HPC)

Corteza (CORT)

Figura 11.- Imagenes representativas GH-Cy3 de cerebro. Las imagenes corresponden a: vista panoramica del
cerebro donde se sefialan las diferentes areas mostradas en las demas figuras (A), animales a los que se les
administrd solucién salina (B), plexos coroideos (C y D), areas periventriculares (E y F), hipotalamo (G y H),
hipocampo (Iy J) y corteza (K'y L) de animales a los que se les administré GH-CY3 y sometidos a normoxia (C, E,
G, I y K) e hipoxia (D, F, H, J y L). Las flechas indican células donde esta presente GH-Cy3, mientras las cabezas de
fleca indican vasos donde se encuentra a hormona.

En los animales que fueron sometidos a hipoxia la sefial de GH parece aumentar en los
plexos coroideos y corteza comparado con los de normoxia, como puede observarse en
la Figura 11C, D, E y F. Al realizar la densitometria para GH-Cy3 de homogenados de
cerebro completo se observé un ligero aumento de 1.7+0.6 veces; sin embargo este no
fue significativo (Figura 12A).
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Figura 12.- Analisis densitométrico e inmunoblot contra Cy3 en homogenados de cerebro. La figura A corresponde a
la proporcion relativa de GH-Cy3 en condiciones de normoxia e hipoxia. Cada barra corresponde a media+ ES
(t=1.153, gl=10). En la figura B se muestra la banda obtenida con el anticuerpo contra Cy3, la cual sale a la altura del
control (GH) con un peso aproximado de 26 KDa y que esta ausente en animales tratados con solucion salina. Esta
banda también se observé con el anticuerpo contra GH. NSS: Normoxia+SS (n=3), HSS: Hipoxia+SS (n=3), NGH:
Normoxia+GH (n=6) y HGH: Hipoxia+GH (n=6).

Al realizar inmunomarcaje para GHR y SDS-Western Blot para Cy3 y GH. El GHR se
encontro en todas las areas previamente mencionadas con una distribucidn similar a la
de GH. La Figura 13 corresponde a inmunomarcaje para GHR en normoxia (13A-D) e
hipoxia (13E y F) respectivamente, donde se observan varias células donde la hormona
co-localiza con su receptor. En el SDS-Western Blot para Cy3 se obtuvo una banda a la
altura del control a un peso molecular de 26kDa, peso molecular de la GH, y esta
ausente en los animales tratados con solucion salina (Figura 12B). En el caso de SDS-
Western Blot para GH entre las diferentes bandas se encontré la banda de 26 kDa
(Figura 12B).
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Figura 13.- Imagenes representativas de inmunohistoquimica para GHR en cerebro. Las imagenes corresponden a:
plexos coroideos (A-C, separado en los diferentes canales: A para GHR, B para GH-Cy3 y C para la mezcla de
ambos canales) e hipotalamo (D) de animales a los que se les administr6 GH-Cy3 en condiciones de normoxia, e
hipocampo (E) e hipotalamo (F) en condiciones de hipoxia. Las regiones amarillas, indicadas por flechas, son zonas
donde la hormona co-localiza con su receptor.

Efecto neuroprotector de GH

a) Expresion de HIF 1a

Se evalud la expresion del factor inducido por hipoxia 1a (HIF 1a) por medio de SDS-
Western Blot. Este factor de transcripciéon se tomé como un control del modelo de
hipoxia porque es sensible a la concentracién de O,, degradandose continuamente a
concentraciones normales de O, pero a bajas concentraciones de O, se estabiliza, se
transloca al nucleo donde forma un complejo que incrementara la transcripcion de
diversos genes que ayudan al organismo a adaptarse a la hipoxia, promoviendo el
metabolismo anaerobio y el transporte de oxigeno, entre otras funciones.

En la Figura 14B se muestra el inmunoblot obtenido de muestras de cerebelo, donde se
observan las bandas correspondientes a HIF 1a (~120 kDa) y actina (~46 kDa). Se
observé un aumento en la cantidad de HIF 1a cuando los animales fueron sometidos a
hipoxia. Al realizar la densitometria se encontraron resultados similares, incrementando
la cantidad de HIF 1a 2.4+0.4 veces en hipoxia con respecto a normoxia, siendo éste
un aumento significativo (P<0.01) como se observa en la Figura 14A.

34



X
........... | .y |

S HIF 1a = - e < 120 kDa

e Acting —m— — — — 46 kDa

_|

Proporcioén relativa

> s
Condicioén

Figura 14.- Proporcion relativa de HIF 1a en normoxia e hipoxia. A) Proporcion relativa de HIF-1a en cerebelo de
animales sometidos a normoxia e hipoxia. Cada barra representa media +SEM, donde **=P<0.01 (t=3.472, gl=8). B)
Inmunoblot de HIF 1a y actina en cerebelo. Se obtuvieron bandas cercanas a los 120 kDa para HIF 1a y 46 kDa para

actina. N: Normoxia (n=5), H: Hipoxia (n=5).

b) Actividad de caspasa-3
Para evaluar si la administracion de GH posterior al dafio puede tener un efecto
neuroprotector se evalué la muerte celular por medio de la actividad enzimatica de
caspasa-3, una técnica muy sensible y especifica para muerte celular por apoptosis, 24
h después de la administracién de los tratamientos.

En la Figura 15 se muestra el porcentaje de actividad de caspasa-3 en homogenados
de cerebelo, considerando la media del grupo control sometido a hipoxia como el 100%.
Se observé una actividad basal de caspasa-3 de 76.4+ 1.2 % en el grupo control
mantenido en normoxia, la cual aumenta significativamente a 100.0+ 7.0 % cuando los
animales son sometidos a hipoxia. En el caso de los animales mantenidos en hipoxia y
tratados con GH la actividad de caspasa 3 disminuyé a 87.1+ 7.4 % sin ser
significativamente diferente de los grupos control mantenidos en normoxia o hipoxia.
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c) Ensayo de TUNEL
Aunado a la evaluacion de la actividad de caspasa-3 se realizd el ensayo de TUNEL

para evaluar muerte celular por apoptosis. Se realizé una relacién con respecto a la
media del grupo control sometido a hipoxia, el cual se consideré como el 100%.
Mediante esta técnica se encontré un incremento significativo de 33.9+ 5.1% en
normoxia a 100.0+ 9.9 % como puede observarse en las Figuras 16A, B y D. Similar a
los resultados obtenidos en actividad de caspasa 3 la proporcion relativa del area de
TUNEL en los animales tratados con disminuyo a 61.6+ 6.3%, siendo significativamente

diferente de los grupos controles como puede verse en las Figuras 16C y D.
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Figura 16.- Evaluacion de TUNEL. Fotografias representativas de TUNEL en condiciones de normoxia (A), hipoxia
(B) e hipoxia tratados con GH (C). D) Fraccién de area de TUNEL en % para cada condicion, donde a#a=P<0.05
(Analisis estadistico ANDEVA unifactorial seguida de una prueba post hoc Bonferroni. F2177=20.08, P<0.0001).
N: Normoxia (n=3), H: Hipoxia (n=3), HGH: Hipoxia+GH (n=3).
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DISCUSION

La GH es una hormona clasicamente relacionada con el crecimiento somatico y el
metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas. Actualmente se sabe que también
puede tener funciones sobre diferentes sistemas como el SNC, donde puede ejercer
sus efectos de manera directa por GH generada en el SNC o indirecta por IGF-1.
Ademas de la GH extra-hipofisiaria se piensa que también la GH hipofisaria podria
atravesar la BBB y ejercer sus efectos en el SNC; sin embargo éste es aun un tema
controversial.

En este trabajo se evalud esta posibilidad mediante la administracion intravenosa de
GH-Cy3 en embriones de pollo de 15 DI sometidos a normoxia o hipoxia. Después de
2h de la administracion de la hormona ésta se localizé en cortes de higado, el cual se
utilizé como tejido control para saber que la hormona pas6 de la circulacion a los
tejidos; en el cerebro, principalmente se observé en los vasos sanguineos, plexos
coroideos, areas periventriculares y cerebelo; y con menor intensidad en hipotalamo,
hipocampo y corteza. En el caso del cerebelo la distribucién se observo principalmente
en los vasos sanguineos, células de Purkinje y células de los nucleos profundos, asi
como con menor intensidad en células de la capa granular. Estos resultados
concuerdan con trabajos previos donde después de 10 o 30 min de la administracién
periférica de 1'®-GH encontraron radiactividad en homogenados de cerebro completo o
de telencéfalo, diencéfalo, telencéfalo, puente y cerebelo (Stern y cols, 1975; Pan y
cols, 2005). El mecanismo de como atraviesa la hormona la BBB aun no se conoce; sin
embargo éste puede ser similar al mecanismo de otras hormonas de peso molecular
similar como la prolactina, la cual llega a SNC a través de su unidén con su receptor en
los plexos coroideos o por medio de un transporte saturable independiente de su
receptor (Walsh y cols, 1987; Brown y cols, 2013). En contraste Pan y cols. (2005) no
encontraron un sistema de transporte saturable al administrar 1 pg GH/raton de la
hormona sin marcar, por lo que proponen que la GH atraviesa por medio de difusion
pasiva mas que por un transporte activo. En el caso de la prolactina Brown y cols.
(2013) mencionan que fue necesario hasta 1 mg de prolactina/raton para bloquear su
transporte, por lo que son importantes mas estudios utilizando diferentes
concentraciones de GH, quizas similares a las que utilizaron Brown y cols. (2013). Otros
estudios realizados por Hojva y cols. (1982), mostraron resultados diferentes ya que
después de la administracién de 1'-GH i.v. (30 min) encontraron niveles muy bajos de
radiactividad en homogenados de amigdala y tdlamo comparados con los detectados
en el rindn, higado e hipdfisis, por lo que ellos mencionan que la GH probablemente no
atraviesa la BBB, aunque se sabe que cuando se administra GH de forma periférica la
mayor cantidad de ésta se almacena en tejidos periféricos como higado, diafragma y
rinén, en comparacion a la encontrada en el SNC (Stern y cols, 1975).
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Para saber si la GH realmente atraviesa la BBB en embriones de pollo de 15 DI o bien
si se encuentra en el SNC por que la BBB aun no esta completamente formada a esta
edad se administré azul de Evans y se observé que se tifieron de azul la piel y todos los
tejidos internos excepto cerebelo. En cerebro este colorante s6lo se observo en los
ventriculos, asi como en sus paredes tanto en cortes como macroscopicamente, lo que
sugiere que a los 15 DI en el pollo ya esta formada la BBB. Lo anterior coincide con
Wakai y Hirokawa (1978), quienes observaron que al administrar peroxidasa de rabano
i.v. al 15 DI en embriones de pollo, ésta solo se ubicaba en el lumen intravascular y en
vesiculas endoteliales tanto en médula como en cerebelo, lo que indica la presencia de
la BBB. Aunado a lo anterior Grange-Messent y cols. (1996) por medio de microscopia
electronica observaron la presencia de las uniones estrechas como una red de
filamentos interconectados en los I6bulos 6pticos de pollo de 15 DI, lo que es
caracteristico de este tipo de uniones maduras. Todo lo anterior sugiere que a los 15 DI
en el pollo ya esta formada la BBB.

Con respecto a la distribucion de GH-Cy3, la mayor sefal se encontré6 en vasos
sanguineos, células de Purkinje, neuronas de los nucleos profundos del cerebelo,
plexos coroideos y areas periventriculares, y en menor intensidad en células de la capa
granular del cerebelo, hipotalamo, hipocampo y corteza. Este patron de distribucion es
similar al observado por Lobie y cols. (1993) para el GHR. Ellos mediante
inmunohistoquimica demostraron la presencia del receptor en cerebro de rata,
principalmente en areas como cerebelo, hipocampo, hipotalamo, plexo coroideo y areas
periventriculares, con una intensa inmunoreactividad en las células de Purkinje, en los
plexos coroideos y en la linea ventricular. Una fuerte inmunoreactividad en el
hipocampo e hipotalamo y una moderada a débil inmunoreactividad en la capa granular
externa e interna del cerebelo. Resultados similares fueron obtenidos por Alba-
Betancourt y cols. (2011) quienes encontraron la mayor inmunoreactividad tanto para la
GH como para su receptor en las células de Purkinje y en menor grado en células
granulares y procesos de la capa molecular de cerebelo de pollo de 4 semanas
mediante inmunohistoquimica. En este trabajo se corroboraron esos resultados y
ademas los resultados mostraron que la sefial inmunoreactiva co-localizaba con la
sefal de GH-Cy3 en todas las areas, lo cual nos permite proponer que la hormona
puede atravesar la BBB y unirse a su receptor para ejercer sus efectos de manera
directa en el SNC.

También se determiné si la distribucién de la hormona cambiaba dependiendo de las
condiciones de oxigenacidon entre normoxia e hipoxia. Los resultados mostraron un
incremento de la concentracion de GH en higado, cerebro y cerebelo (siendo en este
ultimo significativo) cuando los animales eran sometidos a hipoxia. Este incremento de
GH en los animales sometidos a hipoxia puede deberse a que la BBB se dafia o
modifica bajo esta condicion. En modelos in vivo de hipoxia-isquemia en rata se ha
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observado un incremento de la permeabilidad tanto para moléculas de alto como bajo
peso molecular, o que esta asociado con alteraciones en la expresion de proteinas de
union estrecha de la BBB y de las células endoteliales (Kaur & Ling, 2008; Ek y cols,
2015). En relacién con este punto, Mustafa y cols. (1995) observaron un incremento de
la permeabilidad a GH en la médula espinal, corteza y cerebelo 2 h después de inducir
un dano en la médula espinal a nivel de T9-T12. Este incremento fue inhibido por la
administracion de un antioxidante (H 290/51), el cual disminuye la peroxidacion de
lipidos. Por otra parte, estudios del grupo de Scheepens y cols. (1999) observaron un
incremento de la inmunoreactividad del GHR y/o GHBP (proteina de enlace a GH) en
los vasos sanguineos de la corteza frontoparietal y somatosensorial asi como de los
plexos coroideos una hora después de un dano hipdxico-isquémico en rata. Una de las
propuestas de como la GH atraviesa la BBB es la translocaciéon de ésta mediante la
internalizaciéon de su receptor en el endotelio vascular a través del plexo coroideo
(Aberg y cols, 2006) o el paso por la BBB a través de transporte activo; por lo que
Scheepens y cols. (1999) sugieren que este incremento del GHR podria facilitar el
transporte de GH a través de la BBB. En este modelo no se observaron diferencias con
respecto a la distribucion macroscopica del azul de Evans en cortes de cerebro y
cerebelo entre ambas condiciones de oxigenacion; sin embargo es necesario realizar la
cuantificacion de este colorante o realizar otra prueba mas especifica para poder saber
si el aumento en la concentracion de GH en cerebelo se debe a un mayor transporte de
la misma o a que la BBB se encuentra dafada.

En trabajos previos del laboratorio se ha observado que la administracién de GH en
cultivos primarios neuronales y organotipicos de cerebelo de embrion de pollo durante
un dafo por hipoxia y baja glucosa tiene un efecto neuroprotector aumentando la
sobrevivencia celular y disminuyendo la apoptosis a través de la inhibicién de la
actividad de caspasa 3. En estos estudios se observd un incremento de Bcl2 y
disminucién de Bax, dando como resultado una disminucién de la relacion Bax/Bcl-2, lo
que puede estar dando como resultado la inhibicion de caspasa 3 (Coérdoba, 2011;
Alba-Betancourt y cols, 2013). Por lo tanto en este trabajo fue de gran interés probar el
efecto antiapoptdtico de GH administrada en embriones de pollo de 15 DI después de
ser sometidos a hipoxia. Como un control de que éste modelo de hipoxia funciona se
cuantifico el factor de transcripcion HIF 1a en ambas condiciones de oxigenacién. Bajo
estas condiciones se encontrdé que este factor aumenta significativamente cuando los
animales son sometidos a hipoxia, lo que coincide con lo reportado en diferentes
trabajos donde al someter ratones o embriones de pollo a hipoxia normobarica
observaron un incremento en la expresion de este factor (Stroka y cols, 2001; Giusti &
Fiszer de Plazas, 2012). Estos resultados fueron los esperados, ya que se sabe que
este es un factor de transcripcién importante para adaptar al organismo a un ambiente
hipéxico incrementando la transcripcion de diferentes genes como VEGF, EPO, GLUT
1,3, LDHA, entre otros (Hong y cols; 2004).
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Por otra parte se sabe que cuando existe un dafio por hipoxia o hipoxia-isquemia ocurre
muerte celular tanto por necrosis como por apoptosis. En el modelo de hipoxia utilizado
en este trabajo se encontré un incremento significativo de la apoptosis a las 24 h de
reoxigenacion, evaluada por la actividad de caspasa 3 y TUNEL. Esto concuerda con
estudios previos del laboratorio, donde bajo el mismo protocolo se encontré un
incremento significativo de la proporcion relativa de la sefial de TUNEL en cerebro de
animales sometidos a hipoxia (Avila; 2009) y en estudios realizados en modelos de
hipoxia-isquemia unilateral en ratas de 7 dias postnatales donde se observa el mayor
pico actividad de caspasa 3 y sefial de TUNEL 24 h después de ser sometidas al dafo
(Wang y cols, 2001; Zhu y cols, 2000). En cuanto a la distribucién la principal sefial de
TUNEL se observd en la capa granular interna y en mucho menor grado en la capa
granular externa, lo que coincide con diferentes reportes en donde la mayoria de la
muerte por apoptosis se observa en estas capas, mientras las células de Purkinje
parecen morir principalmente por necrosis (Yue y cols, 1997).

Con respecto al tratamiento de GH posterior al dafio se observé que con una dosis de
150 ug/kg i.v., tomada de los trabajos de Devesa en los cuales ha observado un efecto
neuroprotector o neuroreparador, la apoptosis evaluada por la actividad de caspasa 3
mostré una tendencia a disminuir aunque la diferencia no fue estadisticamente
significativa con respecto al grupo sometido a hipoxia, pero tampoco fue diferente al
mantenido en normoxia. Sin embargo cuando se evalué la apoptosis mediante el
ensayo de TUNEL la proporcién relativa del mismo si disminuye significativamente con
respecto al grupo sometido a hipoxia. Con respecto a los resultados obtenidos con el
ensayo de TUNEL estos concuerdan con los obtenidos previamente en el laboratorio en
cultivos neuronales primarios y organotipicos (Alba-Betancourt y cols, 2013; Cdérdoba,
2011) y con estudios in vivo en modelos de hipoxia-isquemia en ratas (Shin y cols,
2004; Han y cols, 2006).

En el caso de caspasa 3 los resultados no concuerdan con los trabajos previos del
laboratorio, ni con otros estudios in vivo (Alba-Betacourt y cols, 2013; Cérdoba, 2011;
Han y cols, 2006), en los cuales observaron una disminucion significativa de esta
caspasa tanto por inmunohistoquimica como por ensayo enzimatico. Esta posible
discrepancia entre nuestros resultados se puede deber a que la actividad de caspasa 3
fue inicialmente muy alta en el grupo mantenido en normoxia y la hormona no pudo
reducir el dafio. Otra posibilidad es el tipo de sistema utilizado (in vitro vs in vivo), o el
tipo de dano (hipoxia vs hipoxia-isquemia), en los cuales la apoptosis dependiente de
caspasa 3 puede tener una menor participacion en el dafo y/o que exista la presencia
de apoptosis independiente de caspasas, como la inducida por el factor inductor de la
apoptosis (AIF), lo cual ha sido reportado previamente por Zhu y cols. (2003). En
relacion a este punto como una posible explicacién del efecto neuroprotector de GH
observado mediante el ensayo de TUNEL en este trabajo Harvey y cols. (2006)
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encontraron que el tratamiento con GH disminuye significativamente el niumero de
células positivas a TUNEL en cultivos de explantes de retina de embridon de pollo por
medio de la disminucién del mensajero de caspasa 3 a 6 y 8 DI y de AIF a 8 DI.
Similares resultados obtuvieron Kireev y cols. (2013), encontrando que 10 semanas de
tratamiento con GH disminuye significativamente el mensajero de AlF en el giro dentado
de ratas viejas, por lo que seria importante cuantificar este factor y ver si en el modelo
utilizado en este trabajo sucede lo mismo. Por otra parte, los estudios realizados por
Frago y cols. (2002), Heredia y cols. (2013), Li y cols. (2011) y Shin y cols. (2004) hacen
mas de una administracion de la hormona, por lo que seria interesante saber si bajo
este régimen de dosificacién se puede obtener una mayor recuperacion del dafio o una
menor proporcion de células apoptoticas.
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CONCLUSIONES

Con base a los resultados obtenidos se puede concluir que:

e La GH puede atravesar la BBB encontrandose en plexos coroideos, corteza,
areas periventriculares, hipotalamo, hipocampo y cerebelo en ambas condiciones
de oxigenacion.

e Existe un aumento de la permeabilidad GH en cerebelo cuando los animales son
sometidos a hipoxia.

e Se encontré un incremento significativo de HIF 1a en el grupo sometido a
hipoxia, lo que muestra que el modelo es funcional.

e Se observo el efecto antiapoptético de la GH bajo las condiciones aqui utilizadas
mediante el ensayo de TUNEL. Con respecto a la actividad de caspasa 3, esta
disminuyo6 cuando los animales fueron tratados con GH, aunque la diferencia con
respecto a las otras condiciones experimentales no fue significativamente

significativa.
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