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Resumen

El dafio neuronal provocado por lesiones cerebrales, envejecimiento o diversas
enfermedades neurodegenerativas, tiene entre alguno de sus factores comunes la falla
sinaptica y el estrés oxidativo. El principal tipo de sinapsis afectada en este conjunto de
patologias es la sinapsis glutamatérgica. Uno de los componentes principales de la
transmision glutamatérgica son los receptores de N-metil-D-aspartato (NMDARs). De
acuerdo a su localizacion en subdominios de la membrana neuronal se han descrito dos
poblaciones de NMDARs; los NMDARs sinapticos y los NMDARs extrasinapticos. Los
NMDARs sinapticos son los encargados de la transmisién sinaptica en diversos circuitos
neuronales activando vias de sefializacion asociadas a la plasticidad sinaptica y la sobrevida
neuronal. Por el contrario, los NMDARS extrasinapticos, al ser activados, son capaces de
generar cascadas de sefializacion intracelulares pro-apoptoticas incluyendo la activacion de

proteasas como las calpainas.

La localizacién de los NMDARs depende principalmente del estado de fosforilacion
de la subunidad GIuN2B. Estudios previos han demostrado el papel de algunas
fosforilaciones clave que ayudan a mantener al receptor en distintas zonas. Algunas
fosforilaciones de interés son la fosforilacion en la tirosina 1472 de la subunidad GIuN2B
que ha sido asociada a un enriquecimiento de los NMDARs en la zona sinaptica y la
fosforilacion en la tirosina 1336, esta Ultima ha sido relacionada a un enriquecimiento de los
NMDARs en la zona extrasinaptica. El balance entre estas dos fosforilaciones con funciones

antagdnicas depende del balance entre la actividad de kinasas y fosfatasas.

En los Gltimos afios se han descritos una serie de fosfatasas reguladoras de la actividad

sinaptica, muchas de ellas tienen como blanco a los NMDARSs. En este trabajo las fosfatasas



a estudiar son PTEN (Phosphatase and Tensin homolog deleted on chromosome Ten) y STEP
(Striatal-enriched protein Tyrosine Phosphatase), ambas proteinas tienen implicancias en la
disminucion de la actividad de los NMDARSs en condiciones patolégicas, asi como también
han sido involucradas como reguladores de la plasticidad sinaptica en paradigmas de
induccidn de la potenciacién y depresion a largo plazo (LTP y LTD respectivamente). Estos
fendmenos han convertido a estas dos fosfatasas en un interesante blanco de estudio en
eventos celulares relacionados a procesos neuropatoldgicos. En este trabajo hemos evaluado
el papel del dafio oxidativo en la regulacion de la actividad de estas fosfatasas y de su efecto
sobre el estado de fosforilacion de los NMDARs bajo dos modelos diferentes. Dafio oxidativo
cronico y dafio oxidativo agudo. En ambos casos se utilizdé un animal transgénico con baja
capacidad antioxidante como es el raton heterocigoto para la enzima superdxido dismutasa 2
(SOD27). Para evaluar el papel de PTEN y STEP en la distribucion de los NMDARSs por el
dafio oxidativo cronico, se utilizaron animales SOD2*" de distintas edades (2 y 6 meses de
edad), esperando que el envejecimiento y la baja capacidad antioxidante generen el dafio
oxidativo cronico. Como modelo de dafio oxidativo agudo se utiliz6 un modelo de trauma de
impacto craneal frontal leve y repetitivo en ratones SOD2*"y ratones control. En ambos
modelos se midieron los siguientes pardmetros: cambios cognitivos (laberinto acuatico de
Morris y reconocimiento de objeto nuevo), estudios electrofisiologicos (LTP, potenciales
dependientes de NMDARS) y la actividad y expresion de PTEN y STEP. Ademas, se evalu6
la localizacion de los NMDARs a través de las fosforilaciones de la subunidad GIuN2B y

mediante fraccionamiento subcelular del hipocampo de estos ratones.

Con el fin de corroborar la participacion de las fosfatasas PTEN y STEP en la

progresion del dafio producido por el trauma cerebral y el posterior dafio neuronal provocado



entre otras cosas por el aumento de los NMDARs extrasinapticos, se utilizaron herramientas
farmacologicas. Para el caso de PTEN se utilizo el inhibidor VO-OHpic y para STEP se
utilizoé el inhibidor TC-2153, en ambos casos se administré el inhibidor via intraperitoneal
antes de cada sesion de golpes. Solo con el inhibidor de STEP se contrarrestaron algunos de
los efectos producidos por el trauma cerebral. En resumen, se logré establecer bajo dos
modelos de acumulacién de dafio oxidativo, crénico y agudo, el papel de las fosfatasas STEP
y PTEN en el estado de fosforilacién y en la localizacion de los NMDARS entre regiones
sinapticas y extrasinapticas, los cuales contribuirian a los dafios neuroldgicos y sinépticos

observados.



Abstract

Neuronal damage caused by brain injuries, aging or various neurodegenerative
diseases has synaptic failure and oxidative stress among some of its common factors. The
main type of synapse affected in this set of pathologies is the glutamatergic synapse. One of
the main components of the glutamatergic transmission is the N-methyl-D-aspartate
receptors (NMDARs). According to its location in subdomains of the neuronal membrane,
two populations of NMDARs have been described; the synaptic NMDARs and the
extrasynaptic NMDARs. The synaptic NMDARs are responsible for synaptic transmission
in various neuronal circuits activating signaling pathways associated with synaptic plasticity
and neuronal survival. On the contrary, the extra-synaptic NMDARSs, when activated, are
capable of generating pro-apoptotic intracellular signaling cascades such as the activation of

proteases such as calpains.

The location of the NMDARSs depends mainly on the phosphorylation status of the
GIuN2B subunit. Previous studies have shown the function of some key phosphorylations
that help keep the receptor in different areas. Some phosphorylations of interest are
phosphorylation in tyrosine 1472 of the GIuN2B subunit that has been associated with an
enrichment of the NMDARs in the synaptic zone and phosphorylation in tyrosine 1336 that
has been related to an enrichment of the NMDARs in the extrasynaptic zone. The balance
between these two phosphorylations with antagonistic functions depends on the balance

between the activity of kinases and phosphatases.

In recent years, a series of regulatory phosphatases of synaptic activity have been
described, many of which target NMDARSs. In this work the phosphatases to be studied are

PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten) and STEP (striatal-



enriched protein tyrosine phosphatase), both proteins have implications in the decrease of the
activity of the NMDARs in pathological conditions, as well as have been involved as
regulators of synaptic plasticity in induction paradigms of long-term potentiation and
depression (LTP and LTD respectively). These phenomena have turned these two
phosphatases into an interesting target of study in cellular events related to neuropathological
processes. In this work, we have evaluated the role of oxidative damage in the regulation of
the activity of these phosphatases and their effect on the state of phosphorylation of
NMDARs under two different models. Chronic oxidative damage and acute oxidative
damage. In both cases, a transgenic animal with low antioxidant capacity was used, such as
the mouse heterozygous for the enzyme superoxide dismutase 2 (SOD27*). To evaluate the
role of PTEN and STEP in the distribution of NMDARs by chronic oxidative damage, SOD2
* animals of different ages (2 and 6 months of age) were used, expecting that aging and low
antioxidant capacity generate the damage chronic oxidative. As a model of acute oxidative
damage, a mild and repetitive frontal cranial impact trauma model was used in SOD27* mice
and control mice. In both models, the following parameters were measured: cognitive
changes (Morris's water maze and new object recognition), electrophysiological studies
(LTP, NMDARs-dependent potentials) and the activity and expression of PTEN and STEP.
In addition, the localization of the NMDARs through the phosphorylations of the GIuN2B

subunit and by subcellular fractionation of the hippocampus of these mice was evaluated.

In order to corroborate the participation of the PTEN and STEP phosphatases in the
progression of the damage produced by the brain trauma and the subsequent neuronal damage
caused, among other things, by the increase of the extrasynaptic NMDARSs, pharmacological

tools were used. In the case of PTEN, the inhibitor VO-OHpic was used and for STEP the



inhibitor TC-2153 was used, in both cases, the inhibitor was administered intraperitoneally
before each shock session. Only with the STEP inhibitor were some of the effects produced
by the brain trauma reversed. In summary, it was possible to establish, under two models of
accumulation of oxidative damage, chronic and acute, the role of the STEP and PTEN
phosphatases in the phosphorylation state and in the location of the NMDARS between
synaptic and extrasynaptic regions, which would contribute to the Neurological and synaptic

damages observed.
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1.- Introduccion
1.1.-Trauma cerebral: implicancias y modelos

La lesion cerebral traumatica o trauma cerebral (TC) es el dafio al cerebro como
resultado de una fuerza mecénica externa como por ejemplo golpes, aceleracion rapida, ondas
expansivas, etc., que puede provocar dafios cognitivos temporales o permanentes, con
alteraciones fisicas y psicoldgicas y sociales, tanto a corto, mediano o largo plazo (Maas et
al. 2008; Mollayeva et al. 2018). ElI TC es una de las principales causas de mortalidad y
morbilidad en personas menores de 45 afos producto de diversos tipos de accidentes y
diversos deportes de contacto (Langlois et al. 2006). EI TC no es un evento fisioldgico sino
un proceso que puede ser considerado como una enfermedad compleja con dafios
estructurales y funcionales que pueden ocurrir durante las lesiones primarias y secundarias
(Masel and DeWitt 2010) (Figura 1 Ay B). La lesion primaria corresponde a los mecanismos
inmediatos a la exposicion a la fuerza externa que incluye hemorragia, dafio tisular y axonal,
mientras que las lesiones secundarias evolucionan desde minutos a meses y es el resultado
de cascadas metabolicas y eventos celulares y moleculares como por ejemplo reacciones
inflamatorias, dafio oxidativo y alteraciones que modifican el desempefio sindptico normal
(Davis 2000a; b; Davis 2000c; Schwarzbach et al. 2006)(Figura 1B). Durante las ultimas
décadas, se han desarrollado modelos animales para replicar los efectos de TC en humanos,
principalmente en ratas y ratones, para comprender mejor la fisiopatologia que esto conlleva
y explorar posibles tratamientos (Xiong et al. 2013). Sin embargo, una serie de farmacos
neuroprotectores que fueron identificados en modelos animales de TC fracasaron en la fase
Il o Il de ensayos clinicos, como fue el caso del uso de progesterona, estatinas y
eritropoyetina (Kabadi and Faden 2014; Schouten 2007). Este fracaso en la homologacion

clinica de los estudios preclinicos se debe a una serie de motivos, entre ellos destaca el carecer
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Figura 1: Mecanismos de dafio a causa de trauma cerebral. A. Esquema general de los
dafios producidos tras el trauma cerebral, dentro de los que se incluyen agregacion de la
proteina Tau y del péptido AP, microhemorragias, dafio axonal, neuroinflamacion y
generacion de especies reactivas de oxigeno (modificado de Blennow et al, 20116). B.
Esquema ilustrativo de la clasificacion de los dafios acorde a la temporalidad de los dafios
producidos tras el TC. Estos dafios se clasifican en dafios primarios, dafios inmediatos
producidos por el impacto (hemorragias, deformacién mecéanica, dafio tisular, etc) y en dafios
secundarios, consecuencias de los dafios primarios, lo que incluye dafios en el metabolismo
energético, inflamacién, etc. Todos estos dafios acumulados dan origen a los cambios
fisiolégicos que podrian desencadenar fallas del desempefio cognitivo (extraido de Xiong et
al, 2013).
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del conocimiento de los mecanismos de dafio producidos por las lesiones secundarias para
poder generar nuevas estrategias terapéuticas con especial interés en la sinapsis
glutamatérgica, la cual estd implicada directamente en procesos cognitivos, pero también en
eventos asociados a toxicidad inducida por glutamato (excitotoxicidad) (Figura 1A) (Davis

2000b).
1.2.- Estrés oxidativo

Diversas fendmenos neurodegenerativos incluyendo la enfermedad de Alzheimer
(EA), Parkinson (EP), Huntington (EH) y diversos dafios agudos como la isquemia y distintos
tipos de trauma que a pesar de tener origenes o causas diferentes poseen varios mecanismos
neuropatologicos en comdn como agregacion anormal de proteinas, estrés oxidativo,
disfuncion mitocondrial y procesos inflamatorios (Jellinger 2010; von Bernhardi and
Eugenin 2012). En general, el dafio oxidativo y la falla sinaptica son eventos tempranos en
los procesos neurodegenerativos que caracterizan a varias enfermedades neuroldgicas
(Carvajal et al. 2016; Jellinger 2010). Adicionalmente, el declive cognitivo asociado a la edad
se debe al deterioro de la conectividad sinaptica y falla sindptica, la cual exhibe una clara
relacion con un incremento en el estrés oxidativo (Jellinger 2010; von Bernhardi and Eugenin
2012). El estrés oxidativo es una condicion celular que se manifiesta por un aumento en
especies reactivas de oxigeno (ROS) o especies reactivas de nitrogeno (RNS) sin una adeuada
respuesta celular. Las ROS incluyen varias moléculas como perdxido de hidrogeno (H20>),
y radicales libres como el ion superéxido (02°) y el ion hidroxil (HO®), los cuales son
altamente reactivos. La interaccion de ROS con componentes celulares produce disfuncion
mitocondrial, mal plegamiento de proteinas y varios eventos deletéreos asociados a un amplio

espectro de enfermedades (Ghosh et al. 2011). Debido a que la generacién de ROS es un
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evento normal en cualquier célula, incluyendo las neuronas, y estad asociado con funcion
neuronal y sobrevivencia, un desbalance en el equilibrio del estado redox de la célula se
asocia a dafio celular. Debido a esto, la fina sincronizacion del estado redox es necesaria para
el correcto funcionamiento de la célula, lo cual se realiza en diferentes puntos de control. Los
principales contribuyentes a este balance incluyen el lado de la generacion de ROS la cadena
respiratoria de la mitocondria y procesos inflamatorios y por el lado de respuesta a esta
generacion de ROS se incluyen enzimas involucradas en respuestas antioxidantes como la
superoxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPX), catalasa y peroxidoxinas;
secuestradores de ROS como vitamina E, B-caroteno, acido urico y melatonina (von
Bernhardi and Eugenin 2012). Un importante miembro de la maquinaria antioxidante es la
enzima mitocondrial SOD2, también conocida como SOD manganeso dependiente
(MnSOD). Esta proteina une al ion superdxido, un subproducto de la fosforilacion oxidativa
y lo convierte en peroxido de hidrogeno y oxigeno diatomico (Perry et al. 2009). Esta funcion
permite a la SOD2 regular los niveles de ROS producidos en la mitocondria lo que le confiere
un mecanismo de proteccion que evita la muerte celular (Pias et al. 2003). Esta enzima juega
un papel antiapoptotico contrarrestando el estrés oxidativo, la fibrosis (Kwak et al. 2015), el
dafio por radiaciones ionizantes (Hosoki et al. 2012) y la inflamacion por citoquinas (Ishihara
et al. 2015). Ademas la funcién de SOD2 en el control de ROS también es sumamente
importante en el envejecimiento y en diversas neuropatologias (Becuwe et al. 2014; Pias et

al. 2003).

La alteracion de estas respuestas antioxidante provoca gue dafios cronicos y agudos
se vean potenciados por carecer de un mecanismo que los contrarreste. Un ejemplo concreto

son los ratones SOD2*", los cuales poseen una baja respuesta antioxidante a nivel sistémico,



5
lo que incluye tejido cerebral (Van Remmen et al. 1999). La baja respuesta antioxidante en
estos animales provoca que lesiones como la isquemia sean exacerbadas (Mehta et al. 2011).
Ademas, el dafio oxidativo en estos ratones SOD2*" provoca alteraciones en la distribucion
de los NMDARs (Carvajal et al. 2018), lo cual podria ser inducido y potenciado durante una

lesion secundaria como el TC.

1.3.- Receptores NMDA: tréfico, distribucion y excitotoxicidad.

La transmision glutamatérgica es el principal blanco de neuropatologias, cronicas y
agudas, asociadas con fallas cognitivas. Uno de los principales componentes de la
transmision glutamatérgica son los receptores del acido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-
isoxazolpropionico (AMPARS), receptor transmembrana ionotropica que media la
transmision sinaptica rapida en el sistema nervioso central, y los de N-metil-D-aspartato
(NMDARSs). Propiedades Unicas, incluyendo la permeabilidad a Ca?*, permiten a los
NMDARs jugar un papel critico en el desarrollo del cerebro, neuropatologias y en la
plasticidad sinéptica (Carvajal et al. 2016; Cull-Candy et al. 2001). Los NMDARS juegan un
papel estructural en la sinapsis, reclutando moléculas de andamiaje y complejos de
sefializacion (Barria and Malinow 2005). Factores criticos para el funcionamiento e
integridad de la sinapsis son el nimero, la permeabilidad y la composicidn de las subunidades
de los NMDARSs sinépticos, los cuales deben estar bien controlados para regular la adecuada
entrada de Ca?*y la activacion de diferentes cascadas de sefializacion asociadas con el
receptor y su funcionamiento. La desregulacion en la entrada de Ca®* a través de los
NMDARs contribuye a la muerte neuronal durante el dafio agudo, como ocurre en TC e
isquemia, asi como en diversas enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de

EAy laEH (Carvajal et al. 2016; Hynd et al. 2004). En cuanto a su estructura, los NMDARs
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funcionales son canales heterdtetramericos y estan formados por 2 subunidades GIUN1 y
GIuN2 subunidades GIuN2/3 (Traynelis et al. 2010). Estas subunidades tienen diversas
variantes: una unica subunidad GIuN1 con 8 variantes de splicing, 4 subunidades GIuN2
(GIuN2A, B, Cy D), y 2 subunidades GIuN3. Cada subunidad contiene, estructuralmente
hablando, un dominio extracelular N-terminal, una vuelta reentrante que forma el poro del
canal y un dominio intracelular C-terminal. El glutamato se une a la subunidad GIuN2,
mientras que la glicina, un co-agonista, se une a la subunidad GIuN1. El bucle interno de
cada subunidad es el dominio que une Mg?*, el cual bloquea el canal y es el sitio que permite
la permeabilidad a Ca?* (Figura 2; Traynelis et al. 2010). Aunque la subunidad GIuN1 es
critica para la funcionalidad de los NMDARs, es la subunidad GIuN2 la que le confiere
especificidad en propiedades biofisicas y farmacologicas como la sensibilidad a poliaminas,
protones, Zn?*, afinidad por glutamato, permeabilidad especifica para Ca?* y diferentes
caracteristicas cinéticas, incluyendo probabilidad de apertura y tiempo de desactivacion
(Groc and Choquet 2009). Adicionalmente, la subunidad GIuN2 le confiere al receptor
propiedades en el trafico y destino de los NMDARs en la membrana plasmatica neuronal y
en los distintos compartimentos sinapticos (Traynelis et al. 2010). En cuanto a la distribucion
de las subunidades, la subunidad GIUN2A aparece mas abundante en sitios sinapticos
mientras que GIUN2B esta presente tanto en dominios sinapticos y como en dominios
extrasinapticos. Ademas, los receptores que contienen GIuN2B tienen difusién mas répida
que los que contienen GIUN2A en sitios de sinapsis madura (Groc et al. 2006) y se encuentran
insertos en la sinapsis de manera constitutiva independiente de la actividad neuronal, por el
contrario, la incorporacion de los receptores que contienen GIUN2A requieren actividad
sinaptica y son acumulados intracelularmente cuando se bloguea su actividad (Barria and

Malinow 2002). El trafico y la actividad de los NMDARs esté directamente relacionado con
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procesos para la formacion de memoria, incluyendo la potenciacion a largo plazo o LTP (del
inglés long-term potentation) en donde los NMDARs translocan hacia la membrana
plasmatica de la region post-sinéptica y regulan la insercion de los AMPARS, los cuales son
los principales responsables de la potenciacion. Por otro lado, la depresion a largo plazo o
LTD (del inglés long-term depression) es producto de la internalizacion de estos receptores
(Lau et al. 2009; Montgomery et al. 2005; Peng et al. 2010). Para la LTP, el papel estructural
de los receptores de NMDA que contienen la subunidad GIuN2 parece ser mas critica que
los canales que se forman por los GIUN3. A pesar de esto, la LTP puede ser inducida cuando
las subunidades GIuN2B son farmacoldgicamente inhibidas, pero se reprime su induccion
cuando se inhibe su expresion (Foster et al. 2010). Este papel estructural esta relacionado con
el fragmento C-terminal de GIuN2B (Cerpa et al. 2016). Por lo tanto, la LTP no es restaurada
por la subunidad GIUN2A en ausencia de GIuN2B, pero la subunidad GIUN2A cuyo
fragmento C-terminal fue reemplazado por el fragmento C-terminal de la subunidad GIuN2B,
restaura la LTP, indicando que este fragmento C-terminal es importante para la plasticidad

sinaptica (Figura 2 A y B)(Foster et al. 2010).

El trafico de los NMDARSs puedes ser entre organelos intracelulares y la membrana
plasmatica (Grosshans et al. 2002; Lavezzari et al. 2004), asi como también entre sitios
sinapticos y extrasinapticos (Goebel-Goody et al. 2009). Los NMDARs ubicados en sitios
sinapticos son los encargados de la transmisidn sinaptica en diversos circuitos neuronales y
de activar vias de sefializacién de sobrevida neuronal y plasticidad sindptica como la via
CREB (cAMP response element-binding protein) (Huang and Hsu 2008) (Figura 3A). Por el

contrario, los NMDARs ubicados en sitios extrasinapticos, al ser activados, son capaces de



GIuN2B structure

signaling

Figura 2: Esquema de la estructura general de los NMDARs. A. la estructura tetramerica
del NMDAR con dos subunidades GIuN1 y dos subunidades GIuN2A/B, permitiendo la
entrada de CA?*. La regulacion del receptor incluye el efecto de poliaminas, glicina, H*, Zn?",
D-serina y glutamato. B. Dominios estructurales de la subunidad GIuN2B del NMDAR, el
cual posee un largo dominio C-terminal que contiene un dominio PDZ que interacciona con
varias proteinas posinapticas, incluyendo CamKII y a-actina (Extraido de Cerpa et al, 2016).
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encender cascadas intracelulares pro-apoptoticas como la activacion de proteasas incluyendo
calpainas (Hardingham and Bading 2010) (Figura 3). El cambio de la localizacion de los
NMDARs depende principalmente del estado de fosforilacion de sus subunidades,
especialmente en las fosforilaciones que involucran a la subunidad GIuN2B (Goebel-Goody
et al. 2009). Prueba de esto es el uso de inhibidores de quinasas y fosfatasas en residuos de
tirosina, que demuestran que la fosforilacion en distintos residuos tirosina en los NMDARS
esta asociada a su expresion y localizacion en la superficie neuronal (Goebel-Goody et al.
2009; Hallett et al. 2006). Estudios més detallados han demostrado que la fosforilacién en el
residuo Y1472 de la subunidad GIuN2B, por quinasas de la familia Src, esta asociado a un
enriquecimiento en la region sinaptica (Barria and Malinow 2002; Salter et al. 2004; Salter
and Kalia 2004), mientras que la fosforilacion Y1336 de la subunidad GIuN2B est4 asociada
a un enriquecimiento extrasinaptico (Barria and Malinow 2002; Goebel-Goody et al. 2009)

(Figura 3B).

1.4.- Contribucion de fosfatasas en la sinapsis glutamatérgica

La modulacién de los NMDARs depende del estado de fosforilacion de sus
subunidades, por lo tanto el papel de las fosfatasas es crucial para su actividad y distribucion
(Goebel-Goody et al. 2009). Una de las fosfatasas mas importantes es STEP (striatal-enriched
protein tyrosine phosphatase), la cual se encuentra enriquecida en diferentes nucleos
cerebrales incluyendo el estriado, la corteza y el hipocampo. Existen diversas isoformas, las
mas importantes y las que presentan actividad fosfatasa son STEP4e 12 cual es citoplasmatica
y STEPs1 con presencia en terminales post-sindpticos de sinapsis glutamatérgica formando
complejos con los NMDARs y PSD-95, la cual puede ser hidrolizada por calpainas a STEPs3,

sin actividad fosfatasa (Boulanger et al. 1995; Paul et al. 2003; Won et al. 2016). La
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Figura 3: Esquema del antagonismo de la sefalizacion de los NMDARs sinapticos y
extrasinapticos. A. Esquema simplificado de la sefializacion correspondiente a los
receptores sinapticos, los cuales permiten la entrada de calcio y activan vias de sefializacion
de sobrevida como la via CREB. Por otro lado, la activacion de los NMDARs extrasinapticos,
que también permiten la entrada de calcio, activan calpainas y otras vias de sefializacion pro-
apoptoticas incluyendo la activacion de FoxO3, Jacob y p38 (modificado de Carvajal et al,
2016). B. Diagrama ilustrativo de la subunidad GIuN2B de los NMDARs vy las tirosinas con
fosforilaciones con funcion conocidas destacando principalmente la fosforilacion en tirosina
1336, que provoca un enriquecimiento del receptor en zonas extrasinapticas y la fosforilacion
en tirosina 1472 que provoca un enriquecimiento del receptor en zonas sinapticas.



11
sobreexpresion de STEP produce falla sindptica por la desfosforilacion de sus sustratos, estos
incluyen miembros de la familia MAPK, ERK, p38 y la subunidad GIuN2B (Y1472) de los
NMDARSs lo cual reduce la presencia en la sinapsis de los NMDARs (Goebel-Goody et al.
2009; Munoz et al. 2003; Paul et al. 2003) lo cual se traduce en una regulacion negativa de
la LTP y una modulacién en la plasticidad sindptica homeostética, dado que promueve la
internalizacion de estos receptores a través de endocitosis dependiente de clatrina
(Braithwaite et al. 2006; Jang et al. 2015; Pelkey et al. 2002) (Figura 4). Esta fosfatasa es
activada por desfosforilacion de la serina 221 mediada por la fosfatasa calcineurina
(previamente activada por los NMDARs) (Paul et al. 2003) o regulada por GPCRs
(principalmente receptores de dopamina) debido a que puede ser fosforilada por PKA y asi
pasar a ser inactiva (Paul et al. 2000). Ademas esta inactivacion permite que STEP sea
ubiquitinada y degradada via proteosoma (Xu et al. 2009). A nivel sinaptico la activacion de
STEPe: disminuye la presencia en la zona postsinaptica tanto de los NMDARs como de los
AMPARs (Jang et al. 2015). En el caso de los NMDARs, esto lo realiza a traves de dos
mecanismos, uno directo, el cual es a través de la desfosforilacion del residuo de tirosina
1472 de la subunidad GIuN2B (Braithwaite et al. 2006) e indirectamente a través de la
inactivacion de la kinasa Fyn (kinasa responsable de esta fosforilacién). Esta inactivacion la
realiza desfosforilando el residuo de tirosina 420 de Fyn (Nguyen et al. 2002). Rio debajo de
la sefializacion sinaptica NMDAR-dependiente, STEPe1 sigue regulando la sefializacion
producida tras la estimulacion sinéptica, por ejemplo desfosforila e inactiva la sefializacion
mediada por ERK, esto a través de la desfosforilacion de las tirosinas 204 y 207 (Goebel-

Goody et al. 2012a).
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La estimulacion de los NMDARs extrasinapticos activa a las calpainas, proteasas
dependientes de calcio. Uno de los sustratos de las calpainas, en concreto la p-calpaina, es
STEPe3, la cual sufre un corte proteolitico que genera un producto de degradacion de 33KDa
(STEPs3, Figura 4) (Wang et al. 2013; Xu et al. 2009). La proteina p38-MAPK es uno de
los sustratos con los que interacciona STEP y se encuentra en abundancia en las
regiones extrasinapticas , se ha descrito que contribuye a la muerte neuronal mediada a
través de la exposicion cronica a NMDA o glutamato en las células granulares cerebelosas o
en las neuronas corticales (He et al. 2013; Xue et al. 2014; Zhou et al. 2013a; Zhou et al.

2013b).

Otros estudios indican que la actividad de STEP se encuentra aumentada en
enfermedades neurodegenerativas como la EA, esquizofrenia y en condiciones agudas, como
la ingesta de alcohol, demostrando que STEP interfiere con la actividad sinaptica y participa
en la generacion de las fallas cognitivas presentes en estos desordenes. Esto ocurre a través
de la modulacién de los NMDARs, especificamente a través de la desfosforilacion de Y1472
(Carty et al. 2012; Hicklin et al. 2011; Zhang et al. 2010). En la misma linea, se ha
demostrado la EA existe un aumento de los NMDARs extrasinapticos y el uso de inhibidores
de STEP en modelos de EA revierte los dafios cognitivos (Wang et al. 2013; Xu et al. 2014).
Evidencia mas directa, demostrada en ratones modelo de Huntington, indican que la
sobreactivacion de STEP, induce una mayor localizacion de NMDARs extrasinapticos en
neuronas del estriado (Gladding et al. 2012). EI mecanismo por el cual los niveles y la
actividad de STEP estan reguladas en estas enfermedades que poseen como mecanismo
comun el estrés oxidativo, tal como se menciond anteriormente, es a través de

oligomerizacion que se establece a través de la interaccion de dos residuos disulfuro (Cys65-
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Figura 4: Esquema del mecanismo de accion de la fosfatasa STEPs;. Mecanismo de
accion de la fosfatasa STEPe1, que bajo condiciones de actividad sinaptica normal es
ubiquitinada y degradada via proteosoma. Esta fosfatasa actta desfosforilando directamente
a la subunidad GIUN2B en la tirosina 1472 o inactivando la kinasa Fyn que provoca esta
fosforilacion encargada de mantener al NMDAR en la sinapsis. Otro blanco canonico de
STEP es MEK y ERK, desfosforilando e inactivando sus vias de sefializacion. La activacién
de los NMDARs extrasindpticos provoca la activacion de calpainas que provocan la
degradacion de STEP dejando un subproducto de 33 KDa (STEP33).
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Cys76) producida directamente por el incremento del ambiente oxidativo dentro de la
neurona. Esta dimerizacion de STEPs1 mantiene su actividad y es de dificil degradacion,
mientras que en oligdmeros de mayor tamafio la actividad fosfatasa va disminuyendo (Deb

et al. 2011).

Por otro lado PTEN (Phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome TEN),
que posee actividad fosfatasa y fosfolipasa, contribuye al dafio neuronal tras dafio por
isquemia y excitotoxicidad (Gary and Mattson 2002; Ning et al. 2004). Sin embargo, los
mecanismos subyacentes a estas funciones siguen estando poco caracterizados. Se ha descrito
que PTEN promueve la supresion de tumores la cual depende principalmente de su actividad
fosfolipasa, que antagoniza con su actividad fosfatasa sobre PIPs (fosfatidilinositol 3,4,5-
trifosfato, Figura 5). Esta actividad fosfatasa promueve la activacion de la via de sefializacion
PI3K/Akt (Maehama and Dixon 1998; Stambolic et al. 1998). La actividad de PTEN es
regulada por el estado oxidativo de la celula, principalmente por accion de los aniones
perdxido que gatilla la generacion de puentes disulfuro entre los residuos Cys71 y Cys 124
del dominio fosfatasa, alterando su interaccion con proteinas reguladoras y de sefializacion
(Kwon et al. 2004; Lee et al. 2002). En células cancerigenas, se ha observado niveles
incrementados de ROS debido a su alta actividad proliferativa, debido en parte a la accion de
PTEN sobre la via de sefializacion PIPs/Akt, la cual regula el estado proliferativo de las
células (Stambolic et al. 1998; Wang et al. 2018). Ademas, durante estados oxidativos
elevados PTEN es capaz de translocar al nacleo donde es capaz de inducir la sintesis de
elementos de respuesta antioxidantes como Nrf2 y NQO1 (NADH quinona reductasa) (Luo
et al. 2018; Yamadori et al. 2012). En neuronas, este efecto antagdnico tiene directa

implicancia en la participacion de PTEN en la LTD debido a su actividad fosfatasa en PIP3,
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apagando esta via de sefializacion (Arendt et al. 2014; Jurado et al. 2010). Otros estudios han
identificado un aumento de la translocacion nuclear de PTEN como un paso esencial para
activar las cascadas de sefializacion que conducen a apoptosis mediante dafio por
excitotoxicidad asociada a los NMDARs en lesiones cerebrales (Lai et al. 2011). Las
evidencias que apoyan el papel de PTEN en lesiones neuronales mediante la modulacion de
los NMDARSs son varias, entre ellas destacan que la translocacion nuclear de PTEN es un
evento que ocurre tras la activacion de vias de muerte celular mediadas por NMDARs que
contienen la subunidad GIuN2B (Figura 5). Ademas, la sobreexpresion nuclear de un
dominante negativo de PTEN reduce la excitotoxicidad mediada por glutamato. La ablacion
de PTEN previenen la excitotoxicidad mediada por NMDARS en neuronas y protege contra
dafio cerebral isquémico (Chang et al. 2007; Knafo et al. 2016). Ademas en diversos modelos
de enfermedades neurodegenerativas, como modelos de migrafia recurrente y modelos de la
enfermedad de Alzheimer, la actividad y los niveles de esta fosfatasa se encuentra alterada,
demostrando una directa relacion con el mal funcionamiento sinaptico dependiente de los

NMDARs (Knafo and Esteban 2017; Knafo et al. 2016; Qin et al. 2016).

Por los antecedentes expuestos anteriormente sefialados, se hace relevante el estudio
de ambas fosfatasas PTEN y STEP sobre la modulacion de los NMDARs y su balance entre
la activacion de receptores sindpticos y extrasinapticos en diversos contextos patolégicos en
donde el estrés oxidativo se encuentra elevado como en enfermedades neurodegenerativas o

dafios agudos como la isquemiay el TC.
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Figura 5: Esquema del mecanismo de accion de la fosfatasa PTEN. Mecanismo de accién
de la fosfatasa y fosfolipasa PTEN. En cuanto a su accién fosfolipasa, esta encargada de la
fosforilacion del inositol-trifosfato. En cuanto a su accion fosfatasa, tiene como blanco la
desfosforilacion de Akt con la inhibicion de su via rio abajo y de la desfosforilando
directamente a la subunidad GIuN2B en la tirosina 1472.
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2.- Hipdtesis y objetivos
2.1.- Hipdtesis

El dafio oxidativo producido por trauma cerebral altera la distribucion
sindptica/extrasinaptica de los NMDARs por un mecanismo dependiente de las fosfatasas

PTEN Yy STEP

2.2.-Objetivo general

Demostrar que el dafio oxidativo producido por trauma cerebral genera cambios en la
localizacion de los NMDARs en regiones sinapticas y extrasinapticas, a través de la

modulacion de las fosfatasas STEP y PTEN.

2.3.- Objetivos especificos

» 1.- Evaluar los dafios que se producen a nivel funcional por el estrés oxidativo en

animales con capacidad antioxidante reducida (ratones SOD2*")

« 2.- Demostrar que el dafio oxidativo en ratones SOD2* -induce cambios en la

sefializacién asociada a los NMDARSs en regiones sinapticas y extrasinapticas.

» 3.- Evaluar el papel de las fosfatasas STEP y PTEN en la sefalizacion
sinaptica/extrasinaptica de los NMDARs durante la acumulacién de dafio oxidativo

en ratones SOD2*"-.

* 4.- Evaluar los dafios funcionales producidos en animales sometidos a trauma cerebral
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5.- Demostrar que el trauma cerebral induce cambios en la sefializacion de los

NMDARSs en regiones sinapticas y extrasinapticas.

6.- Evaluar el papel de las fosfatasas STEP y PTEN en la sefializacion

sinaptica/extrasinaptica de los NMDARs durante el trauma cerebral.
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3.- Metodologia/materiales y métodos
3.1.-Animales utilizados y tratamientos

Un grupo de ratones reproductores heterocigotos Sod2™e®/j (SOD2*") fueron
obtenidos desde Jackson Laboratory (Sacramento, CA, USA). Estos ratones poseen el fondo
genético de los animales C57BL/6. La colonia se estableci6 cruzando animales C57BL/6 y
animales SOD2*". Las crias fueron genotipificadas como se describe en el protocolo de Jax
Labs. Los ratones C57BL/6 de 2 meses de edad fueron provistos y mantenidos por el vivero
central de la Pontificia Universidad Catolica con agua y comida ad libitum. Los tratamientos
con los inhibidores para las fosfatasas PTEN y STEP fueron administrados de forma
intraperitoneal 3 veces a la semana durante las sesiones de induccion de trauma y durante el
tiempo de reposo hasta el dia del sacrificio (Ver esquema del protocolo en figura 5B). Los
inhibidores utilizados fueron: Para STEP, TC-2153 (8-(Trifluoromethyl)-1,2,3,4,5-
benzopentathiepin-6-amine hydrochloride), Sigma-Aldrich, USA, a una concentracion de 6
mg/Kg por peso de animal. Para inhibir PTEN se utiliz6 el inhibidor VO-OHpic ((OC-6-45)
Aqua  (3-hydroxy-2-pyridinecarboxylato-kapaN1, kapaO2) [3-(hydroxy-kapaO)-2-
pyridinecarboxylato(2-)-kapaO2]oxo-vanadate(1), hydrogen, trinydrate), Chem Cruz, Sta

Cruz Biotechnology, USA, a una concentracion de 10 ug/Kg de peso de animal.
3.2.-Modelo de generacion de trauma cerebral

El dafio cerebral fue generado utilizando el modelo de trauma cerebral por impacto
frontal descrito por Kilbourne y cols. (2009; (Kilbourne et al. 2009)) para ratas con las
modificaciones necesarias para utilizarlo en un modelo de ratén (Figura 6A). El dafio

generado por el impacto es por la aceleracidn rotacional antero-posterior del cerebro dentro
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Figura 6: Protocolo experimental y disefio del modelo de trauma cerebral moderado y
repetitivo. Aa. Dispositivo de fuerza controlada que genera el impacto frontal en ratones, el
cual consiste en un riel con un angulo de 60° y de 1 metro de altura por el cual se deja caer
una bola de 200 gr que impacta a un adaptador acoplado a las prominencias malares del
roedor. b. Férmula utilizada para calcular la fuerza de impacto, extraido de Kilbourne et al,
2009.B. Diagrama que representa la frecuencia de golpes y la frecuencia de la inyeccion de
los inhibidores utilizados. Se dieron 5 sesiones de golpes cada dos dias. Cada sesion consiste
en 3 golpe. Los animales fueron sacrificados 1 semana después de la Gltima sesién de
induccidn de trauma cerebral. La inyeccidn de los inhibidores fue realizada antes de la sesion
de golpes y se sigui6 con la misma frecuencia hasta el dia de sacrificio o de inicio de pruebas
conductuales. (MF, memory flexibility test; NOR, novel object recognition test, WB,
western-blot, EF, electrofisiologia; IF, inmunofluorescencia)
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del craneo intacto. El dispositivo consiste en un riel metalico con una inclinacion de 60°y 1
m de altura. La energia de impacto (calculada en 1.1 J, ver Figura 6 Ab) es aplicada mediante
una bola de acero de 180 gr que se deja caer por el riel. La bola golpea un adaptador acoplado
a las prominencias malares del roedor. Cabe destacar que el adaptador posee fijadores de
distinta longitud lo que provoca la energia rotacional del impacto (Figura 6A). La sesién de
impacto conto de 3 golpes consecutivos cada 2 dias, con un total de 5 sesiones. Los animales
fueron sacrificados una semana tras la Gltima sesion de induccion de trauma. En el momento
del impacto los animales se encontraban anestesiados previamente con isofluorano al 2% en
una cdmara cerrada. Como analgeésico se utilizo Tramadol por via oral a una dosis de 30
mg/kg cada 12 horas por 2 dias. Los animales fueron supervisados de acuerdo a la pauta de
supervision animal aprobada por el protocolo de bioética de la Pontificia Universidad
Catolica (Identificacion cddigo ético cientifico 15073025) y por la evaluacion de parametros
psicomotrices descritos en la tabla 1. Como grupo control se considerardn ratones

anestesiados, posicionados en el dispositivo, sin ser expuestos al trauma (Sham).

3.3.-Ensayos conductuales

3.3.1.-Memoria espacial

Todos los animales fueron entrenados en una piscina circular (110 cm de diametro y
30 cm de profundidad) (Bakhit et al. 1984; Morris 1984). Dentro de la piscina se ubica una
plataforma de 9 cm de didmetro sumergida aproximadamente 1 cm bajo el nivel del agua. El
agua es mantenida entre 17 y 19 °C. Se utiliza un régimen de tres ensayos por dia durante
diez dias. Cada ensayo comienza cuando el animal es puesto en la piscina y termina una vez
que el animal ha encontrado la plataforma o hasta 60 s de nado. Luego de este tiempo, si el

animal no alcanza la plataforma, este es tomado y puesto en ella por un periodo de tiempo
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entre 10 y 15 s y devuelto a su caja. El tiempo que transcurre desde que el animal comienza
la exploracion hasta que encuentra la plataforma oculta bajo la superficie se denomina
latencia de escape (medida en segundos). Los datos fueron registrados y monitoreados
autométicamente utilizando el programa ANY-maze (ANY-maze video tracking system,

Stoelting Co. Wood Dale, IL, USA).

3.3.2.- Flexibilidad de memoria

El protocolo de flexibilidad de memoria se realizé de acuerdo al protocolo establecido
por Morris e implementado en nuestro laboratorio (Carvajal et al. 2018; Chen et al. 2000).
Utilizando el mismo sistema de analisis para la memoria espacial, el animal es entrenado para
aprender la posicion de una plataforma escondida. Se fijo un criterio para evaluar que el
animal ha aprendido y este criterio consiste en que el animal debe llegar a la plataforma tres
veces seguidas con un tiempo promedio menor a 20 s y con ningun tiempo superior a 30 s.
Se entrena al animal hasta lograr el criterio de aprendizaje, manteniendo entre ensayos un
tiempo no mayor a 15 minutos. ElI nimero de veces necesario para lograr el criterio de
aprendizaje es registrado para cada animal. El ensayo se repite durante 4 dias seguidos,
durante los cuales cada dia se cambia la posicion de la plataformay el punto de entrada a la
piscina en un patrén pseudo al azar, con el objetivo de no mantener una correlacion entre el

punto de entrada, la posicién de la plataforma y las sefiales espaciales presentes.

3.3.4.- Prueba de reconocimiento de objeto nuevo

El paradigma de reconocimiento de objeto novedoso (novel object recognition,
NOR), toma ventaja de la tendencia innata de los ratones por explorar mas tiempo un objeto

novedoso que uno familiar, descrito anteriormente en (Broadbent et al. 2010; Ennaceur 2010;
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Inestrosa et al. 2013). Para esto se utilizé una caja de acrilico blanco de 47x 47 cm (largo x
ancho) y 32 cm de alto. Se utilizaron diferentes objetos, ladrillos plésticos de color amarillo
y frascos cilindricos plasticos de color rojo. Los objetos correspondientes fueron colocados
simétricamente. Los datos fueron registrados y monitoreados automaticamente utilizando el
programa ANY-maze (ANY-maze video tracking system, Stoelting Co. Wood Dale, IL,
USA). Antes de la prueba, los animales fueron sometidos a un proceso de habituacion, el cual
consiste en colocar al animal en la caja durante 15 minutos sin objetos durante 3 dias
seguidos. Estas sesiones permiten que los animales se familiaricen con el contexto
previamente a la sesion de entrenamiento. El dia de prueba comienza con 10 minutos en
donde el animal es puesto en la caja con dos objetos iguales, en esta sesion ocurre el
aprendizaje de los objetos. 5 horas mas tarde comienza el proceso de evaluacion el cual dura
5 minutos y consiste en poner el animal en la caja, manteniendo uno de los objetos de la
sesion anterior y cambiando el otro objeto por uno nuevo. Se utiliza el tiempo empleado por
los ratones para explorar cada objeto, considerandose exploracion mordedura al objeto, o que
tocara el objeto con las extremidades delanteras, nariz o vibrisas. El resultado es expresado

como indice de preferencia, el cual es calculado de la siguiente manera:

indice de preferencia = (Tiempo en objeto novedoso / Tiempo en objeto conocido + Tiempo

en objeto novedoso)
3.4.-Analisis histologicos y de inmunofluorescencia

La perfusion, la fijacion, los procedimientos inmunohistoquimicos y de
inmunofluorescencia con rebanadas de cerebro y el analisis de imagenes se efectuaron
como se ha descrito previamente en el laboratorio (Carvajal et al. 2018; Carvajal et al.

2013). Se anestesiaron los ratones con ketamina/xilazina y se perfundieron con suero salino
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(NaCl 0,9%) seguido de una perfusion con paraformaldehido 4% en PBS (buffer fosfato
salino) para la fijacion. Se removieron los cerebros y se post-fijaron en la misma solucién
fijadora por 16 horas a temperatura ambiente, para luego ser almacenados en sacarosa 10%
en PBS a 4°C. Luego se seccionaron los cerebros en rebanadas coronales de 30 um usando
un criostato (Leica CM1850, Alemania) a -20°C, segregando secciones de cada cerebro en

diferentes grupos para los posteriores analisis.

La inmunodeteccion de proteinas por inmunofluorescencia fue Ilevada a cabo con una
metodologia anédloga a la ya descrita (Carvajal et al. 2018). La eliminacion de
autofluorescencia fue realizada por la incubacion de los cortes en NaBH4 10 mg/ml por 10
minutos. El anticuerpo primario es detectado por medio del anticuerpo secundario acoplado
a un fluoroforo (Ver tabla 1). Luego de la inmunodeteccion los cortes fueron montados en

portaobjetos y cubiertos con medio de montaje para fluorescencia (Dako, USA).

Los cambios morfoldgicos a nivel cerebral, se realizaron mediante la tincion de Nissl.
Las rebanadas son montadas en portaobjetos y deshidratadas utilizando una bateria de
alcoholes y xilol para luego ser tefiidas con Cresyl violeta acetato 0.1% y montadas en
balsamo de Canada (Synth, Brasil). Las secciones de cerebro tefiidas fueron fotografiadas
con un microscopio Olympus BX51 acoplado a una camara Micropublisher 3.3 RTV
(QImaging, Surrey, Canada). Para todas las preparaciones se calibrd la luminancia de la luz
incidente y el tiempo de exposicion de manera tal que los valores de pixeles no se escaparan
del rango dindmico de las imagenes RGB. Las cuantificaciones se efectuaron en el
programa ImageJ v.1.44f (National Institutes of Health, Bethesda, MD, EEUU), con las

iméagenes convertidas a 8 bits. Las cuantificaciones fueron realizadas mediante la formula
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intensidad total corregida (ITC) tanto para intensidad de fluorescencia y densidad Optica

integrada. Este valor permite estandarizar la tincién obtenida respecto al area de interés.

ITC = Densidad integrada — (Area seleccionada * Intensidad de marca del fondo)

3.5.-Ensayos bioquimicos
3.5.1.-Inmunoblot

El hipocampo de los ratones fue disectado en hielo e inmediatamente procesado. 60-
80 mg de tejido hipocampal, correspondiente al hipocampo de 2 animales, se homogenizé
400 pL de tampén RIPA (50mM Tris-Cl, pH 7,5, 150mM NaCl, 1% NP-40, 0,5%
deoxicolato de sodio, y 1% SDS) suplementado con un coctel de inhibidores de proteasas
(Sigma-Aldrich P8340) e inhibidores de fosfatasas (50 mM NaF, 1 mM NazVOs y 30 uM
NasP207) usando un homogeneizador Potter, y luego se hizo pasar secuencialmente por
micropipetas y jeringas de calibres decrecientes (1000 pl, 100 pl, jeringa 3 ml y jeringa
tuberculina de 1 ml, calibre de aguja 25G). Se centrifugaron las muestras a 14000 rpm a
4°C dos veces por 10 minutos. Se determind la concentracion de proteinas utilizando BCA
Protein Assay Kit (Pierce Biotechnology, Rockford, IL, EEUU). 20 o 40 pg de
homogenizado se resolvieron por SDS-PAGE al 10% y se transfirieron a una membrana de
PVDF. A continuacién, se bloque6 la membrana y se incubaron los anticuerpos primarios
seguidos de los secundarios anti-lgG conjugados con peroxidasa, y se revelé usando un kit
de sustrato quimioluminisceinte ECL o West PICO PLUS (Thermoschientificr, Rockford,
IL, USA). Los anticuerpos utilizados para la inmunodeteccién y las concentraciones

utilizadas se encuentran en la Tablal.



26

Tablal. Anticuerpos primarios utilizados

Antibody Company Dilution
GFAP Sigma 1:500 for immunofluorescence, 1:1000 for western-blot
Iba-1 Sigma 1:500 for immunofluorescence
4-Hydroxynonenal (4-HNE) USBiological 1:200 for immunofluorescence, 1:1000 for western-blot

8-Hydroxyguanine (8-OHG) Santa crus Biotechnology 1:200 for immunofluorescence

Actina Novus Biological 1:1000 for western-blot
Tubulina Santa crus Biotechnology 1:1000 for western-blot
GAPDH Santa crus Biotechnology 1:1000 for western-blot
STEP Novus Biological 1:1000 for western-blot
PTEN R&D Systems 1:1000 for western-blot
GIuN2B Sigma 1:1000 for western-blot
GIuN2B p-1472 Cell Signaling Technology 1:1000 for western-blot
GIuN2B p-1336 Invitrogen 1:1000 for western-blot
p-CREB s113 Novus Biological 1:500 for immunofluorescence, 1:1000 for western-blot
n-Tyrosine Novus Biological 1:1000 for western-blot
PSD-95 Santa crus Biotechnology 1:1000 for western-blot
PDI Santa crus Biotechnology 1:1000 for western-blot
Synaptophysin Santa crus Biotechnology 1:1000 for western-blot
ERK ThermoFisher Scientific 1:1000 for western-blot
p-ERK ThermoFisher Scientific 1:1000 for western-blot
AKT ThermoFisher Scientific 1:1000 for western-blot
p-AKT ThermoFisher Scientific 1:1000 for western-blot

3.5.2.-Fraccionamiento subcelular

El fraccionamiento subcelular utilizado para separar membranas sinapticas (PSD) y no
sinapticas (no-PSD), entre otras fracciones subcelulares se realizé utilizando un protocolo
descrito con anterioridad (Gladding et al. 2012; Milnerwood et al. 2010), y que se muestra

con mas detalle en la figura 7.

3.6.- Registros electrofisiologicos

Para realizar los registros electrofisioldgicos, se realizaron cortes coronales del
hipocampo dorsal de 400 um, cortados bajo solucion de liquido cefalorraquideo artificial

(ACSF, artificial cerebrospinal fluid; en mM 124 NaCl, 2.6 NaHCOs3, 10 D-glucosa, 2.69
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KCI, 1.25 KH2POg4, 2.5 CaClz, 1.3 MgSO4y 2.60 NaHPO.) usando un vibratomo (BSK
microsalicer DTK-1500E, Ted Pella, Redding, CA, USA) e incubado en ACSF durante 1
hora a temperatura ambiente. En todos los experimentos se utiliz6 10 uM de picrotoxina
(PTX) con el fin de inhibir la transmision de los receptores de GABA-A. Luego de la
incubacién, las rebanadas fueron transferidas a una camara experimental de 2 ml, con
recirculacion de solucién ACSF gasificada (mezcla utilizada: 95% Oz y 5% CO.) de 3 ml/min
a temperatura ambiente. Los potenciales de campo post-sindpticos excitatorios evocados
(field excitatory postsynaptic potentials, fEPSPs) se realizaron a través de un electrodo
concéntrico bipolar (Tungsten, 125 um OD diameter, Microprobes) conectado a una unidad
de aislamiento (Isoflex, AMPI, Jerusalem, Israel). La estimulacion fue realizada en la zona
Stratum radiatum a una distancia aproximadamente de 200 um del electrodo de registro. Los
registros fueron filtrados a 2.0-3.0 KHz usando un convertidor A/D (National Instrument) y
capturados con el programa WinLTP (Anderson and Collingridge 2007; Carvajal et al. 2018).
La transmision sinaptica fue medida usando un protocolo de curvas de intensidad de
estimulacién versus respuesta sinaptica (intensidad/respuesta), el cual consiste en
incrementar la estimulacion en un rango de 200 a 900 pA (Con un intervalo entre pulsos de
10 s). Para determinar la contribucion de los NMDARSs en la transmision sinéptica, se realizo
el mismo protocolo de input/output, pero con la adiciéon de NBQX (1,2,3,4-Tetrahydro-6-
nitro-2,3-dioxo-benzo[f]quinoxaline-7-sulfonamide disodium) 20 upM. Para generar
potenciacion a largo plazo (LTP, long-term potentiation) fue usado un estimulo de alta
frecuencia (high frequency stimulation, HFS), el cual consiste en 4 trenes de 100 Hz con un
intervalo de 20 s entre ellos. Los datos fueron analizados off-line con el programa pClamp

10 (Molecular Devices).
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Hipocampos de 2 ratones
Lisis en 400 pl de buffer sacarosa
(10 mM sacarosa, 10 mM HEPES, pH 7,4)

Centrifugar 2 veces 10 min a 1000 g a 4°C

Precipitado 1 Sobrenadante 1
Fraccion Nuclear I

Resuspencion en buffer RIPA Centrifugar 20 min a 12000 g a 4°C

Precipitado 2 Sobrenadante 2
Resuspencion en 500 pl buffer Tritdon Microsomas y Citosol
(20 mM HEPES, 100 mM Nacl, 0,5%
Triton X-100, pH 7,2)

Agitacion suave 15 min a 4°C

Centrifugar 20 min a 12000 g a 4°C

- _

Sobrenadante 3 . _ Precipitado 3
Membranas no-PSD/extrasinapticas Fraccién PSD

Resuspencionen 120 pl buffer RIPA

Figura 7. Diagrama del método utilizado para el fraccionamiento celular en hipocampo
de ratén. Esquema donde se grafica los pasos y las soluciones utilizadas para el
fraccionamiento subcelular de tejido hipocampal. Desde los hipocampos de dos ratones se
pudo obtener fraccién nuclear, citosol/microsomas, membrana PSD y membranas no
PSD/extrasinapticas.
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3.7.- Andlisis estadistico

Todos los resultados cuantitativos estan graficados en la forma: promedio + ‘error
estandar de la media’. Los datos fueron analizados mediante analisis de varianza de una via,
usando la correccién de Bonferroni para comparaciones pareadas multiples post hoc. En los
graficos de barras, los asteriscos indican significancia estadistica de las diferencias
observadas (*: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001). Las curvas temporales fueron analizadas
utilizando andlisis de varianza de medidas repetidas. Los analisis estadisticos fueron

realizados usando el programa GraphPad Prism 5.
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4.- Resultados

4.1-Evaluacion del efecto cronico de la acumulacién de dafio oxidativo, caracterizacion
de los ratones SOD2*" a distintas edades.

La evaluacion del efecto cronico de la acumulacion de dafio oxidativo y la implicancia
de la actividad de las fosfatasas PTEN y STEP en la distribucion sinaptica/extrasinaptica de
los NMDARs, corresponde a la primera parte de esta tesis la cual fue publicada en la revista
BBA-Molecular Basis of Disease a principios del 2018, bajo el titulo Age-related NMDA

signaling alterations in SOD2 deficient mice (Carvajal et al. 2018).

4.1.1Aumento de marcadores de dafio oxidativo en rebanadas de hipocampo extraidos
de ratones SOD2"".

Los ratones heterocigotos SOD2* usados en este estudio presentan una disminucion
de la actividad superoxido dismutasa 2 en varios tejidos. La actividad SOD2 en el cerebro de
ratones de 5 semanas de edad decae en un 80% en comparacion con un raton WT (de tipo
salvaje, del inglés wild-type) de la misma edad (Van Remmen et al. 1999). En nuestro caso
nos hemos centrado principalmente en las areas CA3 'y CAL del hipocampo por su importante
participacion en memoriay aprendizaje, ademas de que todos los estudios electrofisiologicos
son realizados en estas areas (Langston et al. 2010).

La disminucion de la capacidad antioxidante producida por la disminucién de SOD2
provoca un incremento en los marcadores de estres oxidativo y este incremento es de mayor
proporcidn en animales de edad méas avanzada (Figura 8, 9 y 10). En este trabajo hemos
evaluado 3 marcadores de estrés oxidativo mediante inmunofluorescencia: nitro-tirosina (n-
Tyr, Figura 8, 4-hidroxinoneal, 4-HNE Figura 9 y 8-hidroxiguanina 80H-dG Flgura 10) en
las regiones CA3 y CA1 en rebanadas de hipocampo de animales normales y SOD2*" a dos

diferentes edades, 2 y 6 meses de edad. N-tyr es el producto de la nitracién de residuos de
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Figura 8. El marcador de estrés oxidativo n-Tyr se encuentra aumentado en los
animales SOD2*". A. Imégenes representativas de inmunofluorescencias contra n-tyr en
rebanadas de hipocampo extraidas desde animales WT y animales SOD2*" de 2 y 6 meses
de edad. Los graficos muestran la cuantificacion de la intensidad de fluorescencia en las
regiones CAl (B) y CA3 (C) del hipocampo. Tres animales fueron usados por grupo
experimental. Se Cuantificaron 6-8 imagenes por seccion de cada animal. Los datos son
mostrados como promedio + error estandar. Las diferencias estadisticas fueron calculadas
mediante ANOVA, seguido posteriormente del analisis de Bonferroni. Los asteriscos indican
la significancia de la diferencia estadistica observada (*<0.05; ** <0.01; *** <0.001).
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tirosina mediado por especies reactivas de oxigeno como lo son el anion peroxinitrito y el
dioxido de nitrogeno (Ferrante et al. 1997). Este marcador incrementa significativamente en
laregion CA1 de animales WT de 6 meses de edad Figura 7A'y 7B. En el caso de los animales
SOD2*", la marca de n-Tyr aumenta significativamente en comparacion a los animales
normales de 6 meses de edad. En la region CA3, no se observaron diferencias significativas
en la marca de n-Tyr entre los animales normales de 2 y 6 meses de edad (Figura 8A 'y 8C).
Por otro lado, los niveles de n-Tyr en animales SOD2"" de 2 meses de edad es
significativamente superior a los animales WT de 2 y 6 meses de edad y esta diferencia se
acentua en los animales SOD2*" de 6 meses de edad (Figura 8A y 8C).

Otro marcador de estrés oxidativo evaluado en este trabajo es 4-HNE, un aldehido
producto de peroxidacion lipidica. Se ha demostrado que 4-HNE estd implicado en la
etiologia de cambios patologicos gatillados por estrés oxidativo y es un importante mediador
en la muerte celular por apoptosis inducida por estrés oxidativo a través de la via mitocondrial
que incluye la liberacion de citocromo C y la activacion de caspasa 3.(Ji et al. 2001; Kim et
al. 2015a). En este caso no hemos encontrado diferencias significativas entre animales de 2
y 6 meses de edad al medir los niveles de 4-HNE en CA3 ni CAL en los ratones WT. (Figura
9A, 9By 9C). Por otro lado, hemos observado un incremento de 2 veces en la marca para 4-
HNE en la region CA1 en los animales SOD2*" de 2 meses de edad en comparacion a los
animales WT de la misma edad, y un incremento en mas de 3 veces en los animales SOD2*"
de 6 meses de edad (Figura 9A y 9B, respectivamente). En la zona Ca3 del hipocampo solo
observamos un incremento en los niveles de 4-HNE en los animales SOD2*" de 6 meses de

edad (Figura 9A'y 9C).
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Figura 9. El marcador de estrés oxidativo 4-HNE se encuentra aumentado en los
animales SOD2*"- comparado con animales control de la misma edad. A. Imagenes
representativas de inmunofluorescencias contra 4-HNE en rebanadas de hipocampo extraidas
desde animales WT y animales SOD2*" de 2 y 6 meses de edad. Los graficos muestran la
cuantificaciéon de la intensidad de fluorescencia en las regiones CAl (B) y CA3 (C) del
hipocampo. Tres animales fueron usados por grupo experimental. Se Cuantificaron 6-8
iméagenes por seccidon de cada animal. Los datos son mostrados como promedio + error
estandar. Las diferencias estadisticas fueron calculadas mediante ANOVA, seguido
posteriormente del andlisis de Bonferroni. Los asteriscos indican la significancia de la
diferencia estadistica observada (*<0.05; ** <0.01; *** <0.001).
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Finalmente, hemos analizado 8-OHG, el mas comdn marcador de lesiones en el ADN
producto del incremento en especies reactivas de oxigeno (Nunomura et al. 1999), en el
hipocampo de ratones WT y ratones SOD2*". Hemos encontrado un incremento del doble en
la marca de 8-OHG en la region CA1 en los animales WT de 6 meses y en los animales
SOD2*" de 2 meses de edad en comparacion a los animales control de 2 meses de edad.
Ademas, los animales SOD2*" de 6 meses de edad muestran un incremento aun mayor de 8-
OHG en esta area (Figura 10A y 10B). En la regién CA3 no hemos encontrado diferencias
significativas entre los animales WT de 2 y 6 meses de edad (Figura 10Ay 10C). En laregion
CA3, la marca de 8-OHG incrementa al doble en los animales SOD2*" de 2 meses en
comparacion a los animales WT de la misma edad, mientras que en el caso de los animales
SOD2*" de 6 meses, este aumento es aun mayor (Figura 10A y 10C).

Resultados similares han sido reportados para 4-HNE y 8-OHG en un modelo de
trauma cerebral (Jung et al. 2009; Murakami et al. 1998), sugiriendo que el estrés oxidativo
es una parte importante del mecanismo de dafio. En conclusion, la disminucion de los niveles
de la enzima antioxidante SOD2*" aumenta significativamente marcadores de estrés

oxidativo en el hipocampo de estos ratones.



35

8-OHG

W

CA1 CA3

*k%k
*k%k

2 mo
N W B O

WT

80H-dG staining
(Relative Increase)

o

2 6 2 6 mo
+/-
WT SOD2

6 mo

2 mo
w N
¥

sop2*-

80H-dG staining
(Relative Increase)
N N

6 mo
o

2 6 2 6 mo
+/-
WT SOD2

Figura 10. ElI marcador de estrés oxidativo 8-OHG se encuentra aumentado en los
animales SOD2*"- comparado con animales control de la misma edad. A. Imagenes
representativas de inmunofluorescencias contra 8-OHG en rebanadas de hipocampo
extraidas desde animales WT y animales SOD2* de 2 y 6 meses de edad. Los graficos
muestran la cuantificacion de la intensidad de fluorescencia en las regiones CAl (B) y CA3
(C) del hipocampo. Tres animales fueron usados por grupo experimental. Se Cuantificaron
6-8 iméagenes por seccion de cada animal. Los datos son mostrados como promedio + error
estandar. Las diferencias estadisticas fueron calculadas mediante ANOVA, seguid
posteriormente del andlisis de Bonferroni. Los asteriscos indican la significancia de la
diferencia estadistica observada (*<0.05; ** <0.01; *** <0.001).
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4.1.2.- Ratones SOD2*" presentan fallas en la memoria espacial, la cual se intensifica
con la edad.

El dafio oxidativo y el déficit cognitivo son caracteristicas comunes de varias
condiciones neuropatologicas como la enfermedad de Parkinson (Bagetta et al. 2010), la
enfermedad de Huntington (Brooks et al. 2012) y la EA (Carvajal et al. 2013; Inestrosa et al.
2011). Por este motivo hemos decidido evaluar el desempefio cognitivo de los ratones
SOD2*, los cuales han demostrado tener altos niveles de marcadores de dafio oxidativo
(Figura 8, 9 y 10). La funcion hipocampal fue evaluada mediante la prueba de memoria
espacial del laberinto acuatico de Morris, la cual consiste basicamente en que los ratones
deben encontrar la ubicacion de una plataforma oculta mediante estimulos visuales externos
(Chen et al. 2000; Morris 1984). En este caso no se observaron diferencias entre los animales
WT de 2y 6 meses en los distintos dias de prueba (Figura 11A). Por el contrario, los animales
SOD2*" de 6 meses de edad presentan un incremento significativo en la latencia de escape
en varios dias de prueba al ser comparados con los animales controles de 2 meses (Figura
11Ab). Esta falla en el desempefio cognitivo, puede ser observado mas claramente en el dia
8 de prueba en donde se muestran recorridos representativos realizados por los ratones en la
busqueda de la plataforma. Se puede observar que los animales SOD2*" de 6 meses de edad
nadan en circulos alrededor de la piscina mientras que los animales WT y los animales
SOD2*" de 2 meses de edad lo hacen en zonas cercanas a la plataforma. Esta observacion es
confirmada comparando la latencia de escape de todos los grupos experimentales en este
mismo dia (Figura 11Ac). La figura 11B muestra la relacion entre la agudeza espacial y el
promedio de la latencia de escape de los animales de los distintos grupos experimentales. El
gréfico indica que los animales de 6 meses de edad estan localizados en una region del grafico

que corresponde a una alta latencia de escape y valores de baja agudeza espacial. En
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contraste, los animales SOD2*" de 2 meses de edad y ambos grupos de animales WT
presentan bajas latencias de escape y bajos valores de agudeza espacial (Figura 11B).

Al finalizar el test, durante el dia 11 de prueba, la plataforma fue removida para
realizar una prueba evaluando el tiempo en que los animales nadan en zonas cercanas a la
ubicacion donde se encontraba la plataforma (un radio circular el doble del que tiene la
plataforma). Los animales WT de 2 y 6 meses de edad y los animales SOD2*" de 2 meses de
edad recorren durante el mismo tiempo el area donde se encontraba la plataforma el cual es
significativamente superior al que recorre el animal SOD2*" de 6 meses de edad (Figura 11
Ca y Cb), demostrando la incapacidad de los ratones de 6 meses de recordar la ubicacion
donde se encontraba la plataforma. Adicionalmente, hemos evaluado el desempefio cognitivo
de estos animales usando una prueba modificada del laberinto de agua ya utilizado, evaluar
memoria espacial asociada con memoria episodica (flexibilidad de memoria, (Chen et al.
2000)), la cual es mas sensible en detectar disfuncidn hipocampal. El andlisis del desempefio
conductual indica que los animales SOD2*" de 6 meses de edad requieren de mas intentos
para alcanzar el criterio de aprendizaje que los animales SOD2*" de 2 meses y que los
animales WT de ambas edades (ver métodos; Figura 11D). En resumen, estos resultados
indican que la capacidad antioxidante reducida provocada por la baja expresién de SOD2 no
es suficiente para producir dafio cognitivo a los dos meses de edad. Sin embargo, en los
animales SOD2 de 6 meses de edad (que acumulan importantes niveles de estrés oxidativo)

existe un compromiso del desempefio cognitivo dependiente del hipocampo.
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Figura 11.- Los ratones SOD2*" presentan dafios en la memoria espacial dependiente
de la edad comparado con animales control. ElI desempefio conductual fue evaluado
usando el método del laberinto acuatico de Morris. Aa. Latencia de escape para animales WT
de 2 y 6 meses de edad. Ab. Latencia de escape para ratones SOD2*" de 2 y 6 meses de edad.
Ac. Trayectorias de nado representativas y latencia de escape para ratones WT y SOD2*" de
2 'y 6 meses de edad durante el dia 8. B. Andlisis de la agudeza espacial para animales WT y
SOD2*" de 2 y 6 meses de edad después de 2 semanas de entrenamiento. Ca. Analisis del
tiempo del nado recorrido en el area donde se encontraba la plataforma que fue removida
durante el dia 11 de entrenamiento. Cb. Mapa de calor representativo del recorrido de los
animales durante el dia 11. D. Desempefio cognitivo de ratones WT y SOD2*" de 2'y 6 meses
de edad en la prueba de flexibilidad de memoria. Seis animales fueron usados por grupo
experimental. Los datos son mostrados como promedio + error estandar. Las diferencias
estadisticas fueron calculadas mediante ANOVA, seguido posteriormente del analisis de
Bonferroni. Los asteriscos indican la significancia de la diferencia estadistica observada
(*<0.05; entre WT y SOD2*" de 6 meses de edad; # <0.05 para animales SOD2*"de 2y 6
meses de edad). Las curvas fueron analizadas por ANOVA de medidas repetidas.
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4.1.3. Los ratones SOD2*" presentan alteraciones en la estructura hipocampal y falla
sindptica dependiente de la edad.

La tincidn de cuerpos de Nissl es una marca para neuronas maduras y puede ser usada
para detectar perdida neuronal y apoptosis (Zhou et al. 2016). El andlisis de los cuerpos de
Nissl muestra cambios neuropatolégicos en las regiones CA3 y CA1 del hipocampo de
ratones SOD2*" de 6 meses de edad, dentro de los que se incluyen perdida neuronal o
desaparicion de la marca nuclear (Figura 12A). Estas caracteristicas estan ausentes en ratones
SOD2*" de 2 meses y en los animales WT de ambas edades. Ademas, la densidad de cuerpos
de Nissl (medido mediante la densidad dptica integrada) desciende significativamente en las
regiones CA3 y CA1 del hipocampo de los ratones SOD* 2 de 6 meses de edad en
comparacion a los otros grupos experimentales (Figura 12Aay 12Ab).

Con el fin de evaluar el efecto del descenso de la actividad SOD2 y la acumulacion
de marcadores de estrés oxidativo sobre la transmision sindptica a diferentes edades, hemos
registrado la actividad sinaptica en el circuito hipocampal colaterales de Schaffer-CA1,
midiendo corrientes excitatorias postsinapticas evocadas de campo (fFEPSP). Las corrientes
postsinapticas excitatorias responden principalmente al neurotransmisor glutamato. Para este
neurotransmisor existen varios tipos de receptores, entre los mas importantes se encuentran
los receptores de glutamato tipo NMDA, los cuales son permeables a calcio, sodio y potasio
y los de tipo AMPA, los cuales son permeables a sodio y potasio principalmente (Carroll and
Zukin 2002; Greger et al. 2017). En este caso, hemos realizado experimentos Intensidad de
estimulacidn versus respuesta (intensidad/respuesta) para evaluar la fuerza sinaptica. Hemos
analizado las curvas intensidad/respuesta para evaluar la respuesta postsinaptica total y

curvas intensidad/respuesta para evaluar respuestas dependientes de NMDARs, usando
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Figura 12.- Los ratones SOD2*" presentan alteraciones en las regiones CA1y CA3 del
hipocampo dependiente de la edad comparado con animales control. Aa. Iméagenes
representativas de la tincion de Nissl mostrando los cuerpos de Nissl en el hipocampo de
ratones WT y SOD2*" de 2 y 6 meses de edad. Cuantificacion de los cuerpos de Nissl en las
regiones CA1 y CA3 del hipocampo de ratones WT y SOD2*" de 2 y 6 meses de edad (10D:
densidad dptica integrada). Se utilizaron 3 animales para los ensayos histoquimicos por grupo
experimental. Se analizaron 8-10 fotos por animal. Las barras representan promedio + error
estandar. Las diferencias estadisticas fueron calculadas mediante ANOVA, seguidas
posteriormente del andlisis de Bonferroni. Los asteriscos indican la significancia de la
diferencia estadistica observada (*<0.05).
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NBQX, un inhibidor de AMPARs (Figuras 13Aay 13Ab respectivamente). No se observaron
diferencias significativas en las respuestas totales ni en las respuestas dependientes de
NMDARs entre los animales WT de 2 y 6 meses de edad (Figura 13Aay 13Ab). Sin embargo,
hemos encontrado una disminucion significativa en la respuesta total a diferentes
intensidades de estimulacion en ratones SOD2* de 2 meses de edad, y una disminucion ain
mayor en los ratones SOD2*" de 6 meses (Figura 12Aa). Hemos obtenido una tendencia
similar cuando analizamos las respuestas dependientes de los NMDARs, una disminucién
significativa en los animales SOD2*" de 2 meses de edad y una disminucion ain mayor en
los animales de 6 meses de edad (Figura 13AD).

Varios reportes han demostrado que tanto la actividad y la plasticidad sinaptica
dependen del tréfico de los receptores de glutamato, tanto los AMPARs como los NMDARs
(Groc and Choquet 2006), en nuestro caso hemos encontrado una disminucion en la respuesta
sinaptica correspondiente a los NMDARs (Figura 13Ab). Generalmente, la ubicacion en
membrana y la funcionalidad de los receptores de glutamato dan cuenta de su actividad, pero
para el caso de los NMDARs su ubicacién en membrana no define los efectos que su
activacion podria tener, es posible que los receptores se posiciones de forma sinaptica o extra
sinaptica con funciones diametralmente diferentes (Groc et al. 2009; Hardingham and Bading
2002; 2010; Hardingham et al. 2002). Por este motivo hemos decidido analizar si existen
cambios en la distribucién de los NMDARs entre regiones sinapticas y extrasinapticas que
podrian contribuir a los efectos neuropatologicos observados en los ratones SOD2*.
Numerosos reportes han demostrado que ciertas fosforilaciones en residuos de tirosina en la
subunidad GIuN2B de los NMDARs esta fuertemente asociada con su expresion en la
superficie. Por ejemplo, dos fosforilaciones de nuestro interés son la fosforilacion en tirosina

1472, que regula la expresion en la superficie sinaptica de los NMDARs (Xu et al. 2006) , y
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la fosforilacion en residuos de tirosina 1336 la cual esta asociado con el enriquecimiento de
los receptores NMDARS en membranas extrasinapticas (Goebel-Goody et al. 2009). No se
han observado diferencias significativas en el estado de fosforilacion de los NMDARs en
animales WT de 2 y 6 meses de edad (Figura 14 A y 14C). Sin embargo, hemos observado
una disminucion del 20% en la fosforilacion que mantiene a los NMDARs en la zona
sindptica (tirosina 1472) en los animales SOD2*" de 2 y 6 meses de edad en comparacion a
los animales WT de 2 meses de edad. Ademas, la fosforilacion especifica que enriquece los
NMDARSs en la zona extrasinaptica (tirosina 1336) incrementa aproximadamente un 60% en
los ratones SOD2*" de 2 y 6 meses de edad (Figura 14B y 14C).

Consistente con la idea en que un incremento en ciertos marcadores de estrés
oxidativo puede comprometer funciones cognitivas y la fuerza sinaptica, hemos evaluado la
plasticidad sinptica en animales normales y SOD2*" ha diferentes edades a través de la
magnitud de la LTP en la transmision hipocampal CA3 CAL, la cual se ha correlacionado
con memoria y aprendizaje (Whitlock et al. 2006). Hemos usado un protocolo débil de alta
frecuencia consistente en 2 trenes de 100 Hz para la induccion de la LTP (Débil en
comparacion a otro protocolo ocupado en este trabajo, el cual consiste en 4 trenes de 100
Hz). Hemos encontrado que alteraciones de la LTP estd comprometida en los ratones SOD2*"
de 6 meses de edad en comparacién con animales WT de la misma edad (13 B). Mientras
que los animales SOD2*" de 2 meses de edad presentan la capacidad de inducir LTP, pero
solo se mantiene por 15 min (Figura 13 B), indicando que la incapacidad de mantener la

potenciacion inducida inicialmente.
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Figura 13.- Los ratones SOD2*" presentan alteraciones en curvas intensidad/respuesta
y en la plasticidad sindptica dependiente de la edad comparado con animales control.
Pendiente de la respuesta sinaptica (FEPSP) inducida por protocolo intensidad/respuesta para
las respuestas totales (Aa) o correspondientes a los NMDARs (Ab) en el hipocampo de
ratones WT y SOD2*" de 2 y 6 meses de edad. C. LTP fue generado por estimulacion de alta
frecuencia débil, consistente en 2 trenes de 100 Hz en el circuito hipocampal CA1-CA3 de
rebanadas de cerebro de ratones WT y SOD2*" de 2 y 6 meses de edad. Cuantificacion de la
pendiente de las respuestas sinaptica durante los minutos 50-60 de registro después del
estimulo de alta frecuencia. Se utilizaron 2 a 3 rebanadas por cada animal de 3 animales por
grupo experimental. Los puntos y las barras representan promedio + error estandar. Las
diferencias estadisticas fueron calculadas mediante ANOVA, seguido posteriormente del
analisis de Bonferroni. Las curvas fueron analizadas por ANOVA de medidas repetidas. Los
simbolos indican la significancia de la diferencia estadistica observada (*<0.05, *<0.01, ***
< 0.001; entre WT y SOD2*" de 6 meses de edad, # <0.05 para animales WT de 2 meses de
edad y animales SOD2*"de 2, $*<0.05, ¢ <0.01, ¢ < 0.001; entre WT de 2 meses de edad

y animales SOD2*" de 6 meses de edad).
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Figura 14.- Los ratones SOD2*" presentan alteraciones en el estado de fosforilacion de
los NMDARs dependiente de la edad comparado con animales control. A. Analisis por
inmunoblot de las fosforilaciones de la subunidad GIuUN2B de los NMDARs y analisis
densitométricos de la fosfo-tirosina 1472 y de la fosfo-tirosina 1336 en lisados de hipocampo
de ratones WT y SOD2*" de 2 y 6 meses de edad. B. Radio normalizado de fosfo-tirosina
1472 (sinéptico) y fosfo-tirosina 1336 (extrasinaptico) de la subunidad GIuN2B. Se utilizaron
6 animales para los ensayos de inmunoblot. Las barras representan promedio + error estandar.
Las diferencias estadisticas fueron calculadas mediante ANOVA, seguido posteriormente del
analisis de Bonferroni. Los asteriscos indican la significancia de la diferencia estadistica
observada (*<0.05).
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Estos resultados sugieren que la acumulacion de dafio oxidativo puede inducir
cambios fisiopatoldgicos en el hipocampo afectando la estructura y funcion hipocampal, esto

podria deberse, en parte, al incremento en la poblacion de NMDARs extrasinapticos.

4.1.4.- La sefializacion asociada a los NMDARs esta alterada en los ratones SOD2*",
Debido a que observamos un incremento en la poblacion de NMDARs
extrasinapticos, detectado por la fosforilacion en tirosina 1336, y una reduccion de la forma
sinaptica de los NMDARs, detectada por la fosforilacion en tirosina 1472 en los animales
SOD2*", hemos analizado 3 blancos relacionados en la sefializacion de los NMDARSs. Estos
blancos son CREB, STEPe y PTEN. Previos reportes indican que la actividad sinaptica
gatillada por la activacion de los NMDARs induce la transcripcion genica mediada por
CREB. CREB transloca al ndcleo a través de la fosforilacion en el residuo de serina 133y es
utilizado como un marcador de actividad transcripcional. Ademas se ha reportado que esta
marca de actividad transcripcional, la fosforilacion en serina 133, disminuye con la
activacion de los NMDARs extrasinapticos (Hardingham et al. 2001; Hardingham and
Bading 2002; Hardingham et al. 2002). El andlisis de p-CREB (S133) en el hipocampo de
ratones WT y SOD2*" fue realizado mediante inmunofluorescencia (Figura 15A). Hemos
observado que los animales SOD2*" de 7 meses de edad presentan un descenso significativo
de p-CREB en la region CA3 del hipocampo (Figura 15Aay 15Ac), pero no en la zona CAl
(Figura 15Ab). Por otro lado, hemos analizado 2 fosfatasas implicadas directa e
indirectamente en el estado de fosforilacion de los NMDARs, STEPs1 y PTEN. STEPe;
regula el estado de fosforilacién y la densidad de los NMDARs superficial a través de 2 vias
paralelas, la directa desfosforilacion de la tirosina 1472, o indirectamente a traves de la

desfosforilacion e inactivacion de la quinasa Fyn (Nguyen et al. 2002; Pelkey et al. 2002).
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Ademas, la estimulacion de los NMDARs extrasinapticos estd asociada con la activacion de
calpainas y el corte proteolitico de STEP, provocando la acumulacién de un subproducto de
degradacion de 33KDa (STEPs3) (Gladding et al. 2012; Xu et al. 2009), el cual puede ser
utilizado como marcador de actividad de NMDARs extrasinapticos. El fallo en la regulacion
de esta fosfatasa estd implicado en varias neuropatologias como es el caso de la EA,
Hungtington, esquizofrenia y en el envejecimiento (Carty et al. 2012; Castonguay et al. 2018;
Gladding et al. 2012; Goebel-Goody et al. 2012a; Kurup et al. 2010). Hemos medido los
niveles de STEP total mediante inmunofluorescencia (Figura 15B) y mediante analisis por
immunoblot (Figura 16). Hemos observado que los niveles de STEP estan incrementados en
la region CA1 de los animales SOD2*", los cuales presentan sobre un 70 % de incremento
con respecto a los animales WT (Figura 16Ba y 16Bb). En la region CA3, hemos observado
un incremento significativo en los niveles de STEP en los ratones SOD2*" de 7 meses de
edad en comparacion con los animales WT y de los animales SOD2*" de 2 meses de edad
(Figura 15Ba y 15Bc). Un incremento similar en los niveles de STEP han sido reportados
para modelos de ratones transgenicos de la EA y de Huntington (Gladding et al. 2012; Xu et
al. 2014). El anélisis por immunoblot permite diferenciar dos isoformas de STEP presentes
en el hipocampo, STEPe1 y STEP33 (Figura 16). STEPe: es la forma activa de esta fosfatasa,
mientras que STEPz3 es el producto de degradacion asociado a la activacion de calpainas por
la estimulacion de los NMDARs extrasinapticos (Gladding et al. 2012; Goebel-Goody et al.
2012a; Hermel et al. 2004). No se observaron diferencias significativas de los niveles de
STEPe1 ni de STEP33 en los animales WT de 2 y 6 meses de edad (Figura 16A y 16C). En
estos casos la banda de STEPs3 es casi indetectable. En los ratones SOD2* de 2 meses de

edad los



47

*
I'l

N
LAl
N
L%

24
N

p-CREB
(Relative level)
o o o
b= o
p-CREB
(Relative level)
o o —
~ ® N
STEP
(Relative level)
o = 2N
QO o o

(Relative level)
(=]

= =N
9

a p-CREB (S133) /Hoescht a STEP
CA1 CA3 CA1 CA3
. |E <« |E
F | + N
a i
o o
» : %)
o (o]
E -- : --
(o} ©
(o] (o]
E -- E --
(qV] N
}—
S S
(o] (o]
£ £
(o} ©
b C b = C 2
a
w

o
oo

2 6 2 6 months 00

2 6 2 6 months
WT sooe* -

WT  som”

o
=)

6 months

]

Figura 15.- p-CREB y STEP, dos sefalizaciones rio debajo de los NMDARs se
encuentran alterados en ratones SOD2*" comparado con animales control. Aa. Imagen
representativa de inmunofluorescencia contra p-CREB (S133) en las regiones CA1 y CA3
del hipocampo de ratones WT y SOD2*" de 2 y 6 meses de edad. Los gréaficos muestran los
niveles relativos de p-CREB en las regiones CA1 (Ab) y CA3 (Ac) del hipocampo. El inserto
muestra la tincion de p-CREB dentro del nucleo. Ba. Imagen representativa de la
inmunofluorescencia contra STEP en las regiones CA1 y CA3 de ratones WT y SOD2*" de
2 'y 6 meses de edad. Bb. Los graficos muestran la intensidad de fluorescencia de STEP en
las regiones CAL (Bb) y CA3 (Bc). Tres animales fueron usados por grupo experimental.
Los datos son mostrados como promedio + error estandar. Las diferencias estadisticas fueron
calculadas mediante ANOVA, seguido posteriormente del andlisis de Bonferroni. Los
asteriscos indican la significancia de la diferencia estadistica observada (*<0.05).
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Figura 16.- PTEN y STEP, fosfatasas asociadas la sefializacion de los NMDARS se
encuentra alterada en los ratones SOD2* comparado con animales control. Inmunoblot
contra STEP y PTEN desde lisados hipocampales extraidos desde ratones WT y SOD2*" de
2y 6 meses de edad (A 'y B, respectivamente). C. Andlisis densitométrico de STEPs1, STEP33
y PTEN. Tres animales fueron usados por grupo experimental. Los datos son mostrados como
promedio + error estandar. Las diferencias estadisticas fueron calculadas mediante ANOVA,
seguido posteriormente del analisis de Bonferroni. Los asteriscos indican la significancia de

la diferencia estadistica observada (*<0.05; ** <0.01).
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niveles de STEPe1 y de STEP33 son similares al de los animales WT. Por otro lado, hemos
detectado un incremento significativo en los niveles de STEPs1 y un severo incremento de
STEP33 en los animales SOD2*" de 6 meses de edad (Figura 16B y 16C). Otra fosfatasa
evaluada fue PTEN mediante analisis de immunoblot (Figura 14). Esta fosfatasa también se
ha visto implicada en desordenes neuropatoldgicos como la AD y el dafio por isquemia a
través de un mecanismo similar sobre el estado de fosforilacién de los NMDARs (Chang et
al. 2007; Knafo et al. 2016). Se observaron diferencias significativas entre los animales WT
de 2 y 6 meses de edad, debido al avance en la edad (Figura 16A y 16C). Adicionalmente
hemos encontrado un incremento del 50% en los ratones SOD2*" de 6 meses de edad
comparado con los animales WT de la misma edad (Figura 16B y 16C). Estos resultados
indican que la acumulacion de dafio oxidativo en el hipocampo altera las vias de sefializacion
inducidas por la activacion de los NMDARs, en este caso una disminucion de la actividad
transcripcional de CREB (evaluada por el marcaje de p-CREB S133) la cual es inhibida por
la estimulacion de los NMDARs extrasinapticos. Ademas, hemos encontrado un desbalance
de dos fosfatasas implicados en el estado de fosforilacion de los NMDARs, los cuales
también se han visto alterados en varias otras neuropatologias. Como la EA, Hungtington,
Parkinson, isquemia, etc (Carty et al. 2012; Chang et al. 2007; Gladding et al. 2012; Knafo

et al. 2016; Xu et al. 2014; Zhang et al. 2013).

4.2.- Modelo de trauma cerebral moderado en ratones.

La evaluaciéon de la generacion de dafio oxidativo de forma aguda fue realizada
mediante un modelo de trauma cerebral, generado por impacto frontal. EI dafio generado por
el impacto es ocasionado por la aceleracion rotacional antero-posterior del cerebro dentro del

craneo intacto. Este modelo fue descrito por Kilbourne y cols. (2009; (Kilbourne et al. 2009))
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con las modificaciones necesarias para utilizarlo en modelo de raton. Al igual que en el caso
de la generacion de dafio cronico, aqui se evaluard el desempefio cognitivo, pardmetros

electrofisiologicos y el estado de los NMDARs y su sefializacion asociada.

4.2.1.- Evaluacion de pardmetros neuroanatomicos tras la induccion de trauma
cerebral.

El primer paso en la utilizacion del modelo de induccion de TC descrito anteriormente
fue la evaluacion de parametro psicomotores y neuroanatémicos como control del modelo
utilizado. En cuanto a los pardmetros psicomotores, se realizaron a distintos dias posteriores
a la aplicacion del trauma. Estos pardmetros consisten en una serie de pruebas, que se
describen en la tabla 2. Se evalUa, la presencia de mono o hemiparesia, con el fin de confirmar
que se trata de un trauma leve, la capacidad de busqueda y de sobresalto y algunos parametros
de reflejo y habilidad como es el movimiento en vigas de madera de distinto diametro y
distinta forma con la finalidad de descartar dafios motores que puedan interferir en las
pruebas conductuales a realizar posteriormente, este tipo de test se encuentra ampliamente
estandarizado desde los trabajos de Chen y cols. (Chen et al. 1996) . En el grafico de la figura
17A, se puede observar que el trauma cerebral inducido, genera los mismos puntajes que el
grupo control, puntajes muy por debajo al establecido para la aparicion de dafio neurolégico,
lo que descarta dafios severos de nuestro modelo. En cuanto a los parametros
neuroanatémicos, se pudo observar al momento de sacrificio, ocurrido una semana después
de la ultima sesion de induccién de trauma, la presencia de edema cerebral vasogénico
(Figura 17B). En otras palabras, inflamacion de los vasos sanguineos de las meninges y

microhemorragias. A nivel histologico, se realizaron cortes sagitales y marcados con cresil
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Figura 17.- Evaluacion psicomotriz y estructural del cerebro de los ratones sometidos
al modelo de trauma cerebral moderado. A. Gréafico del puntaje obtenido en la escala de
severidad de dafio psicomotriz evaluado bajo diferentes parametros (ver tabla 2) y a distintos
tiempos. B. Fotografia del cerebro completo al momento de la extraccién 1 semana después
de la ultima sesion de induccion de trauma cerebral, en donde se puede observar la presencia
de edema cerebral. C. Reconstruccion del cerebro de ratones sometidos a trauma cerebral,
realizada transversalmente y utilizando como medio de tincion el cresil violeta. En este caso
se puede observar que el modelo de trauma no genera cambios morfologicos aparentes ni
ruptura de tejido. Doce animales fueron usados por grupo experimental. Los datos son
mostrados como promedio + error estandar. Las diferencias estadisticas fueron calculadas
mediante ANOVA, seguido posteriormente del analisis de Bonferroni.
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violeta a través de la tincion de Nissl (Figura 17C), donde se puedo evaluar la ausencia de

cambios morfoldgicos a nivel estructural en los cerebros de los animales sometidos a trauma.

Tabla 2. Analisis de severidad del dafio a través de la actividad psicomotriz.

Prueba Puntaje
Presencia de mono/hemiparesia 1
Incapacidad de caminar sobre viga plana de 3 cm de ancho
Incapacidad de caminar sobre viga plana de 2 cm de ancho
Incapacidad de caminar sobre viga plana de 1 cm de ancho
Incapacidad de caminar sobre viga circular de 1 cm de diametro
Inacpacidad de balancearse en una viga circular de 0,5 cm de diametro
Fracaso en la salida de un circulo de 30 cm de diametro en 2 min
Incapacidad de caminar derecho

Perdida del comportamiento de sobresalto

Perdida del comportamiento de busqueda

R R R R R R R R R

[y
o

Maximo Total

Dentro de los dafios secundarios producidos por el trauma cerebral se encuentran la
neuroinflamacion y el aumento de marcadores de estrés oxidativo (Davis 2000b). Para
evaluar la presencia de neuroinflamacion, evaluamos 2 marcadores clasicos para este fin. La
proteina fibrilar acida (GFAP), presentes en astrocitos y la proteina de la microglia Iba-1
(Figura 18A). Estos marcadores se analizaron a 2 dias y a una semana después de la tltima
sesion de induccion de trauma (Figura 18). La marca de GFAP a nivel de hipocampo vy el
tamafio promedio de sus somas crece a los 2 dias y aumenta aln mas a una semana post-
sesion de golpes (Figura 18Ba y 18Bc, respectivamente). En el caso de Iba-1, la intensidad
de la marca total de la zona analizada y el tamafio promedio de aumentan fuertemente a los
dos dias, pero decaen un poco a la semana después de la induccién de trauma (Figura 18Bd

y 18Be, respectivamente). Otra lesion secundaria analizada es la acumulacién de marcadores
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de estrés oxidativo. En este caso se analiz6 4-HNE (19A y 19Ba), un producto de
peroxidacion lipidica, y 80H-dG (19A y 19Bb), producto de oxidacion de bases
nitrogenadas. En ambos casos se produjo un aumento a los dos dias tras la ultima sesién de
induccion de trauma, el cual se mantiene a la semana después.

El modelo de trauma cerebral leve/moderado implementado logro generar lesiones
secundarias importantes como la neuroinflamacion y el estrés oxidativo presentes en el
hipocampo, sin alterar la estructura del craneo ni del cerebro y sin provocar dafios
psicomotrices en el animal, estos controles en el modelo de trauma implementado nos
permiten realizar una buena comparacion a los efectos producidos en trauma leve/moderado
ocurrido en humanos, el cual es un tema de salud publica a nivel mundial de gran
preocupacion, ya que las personas que los este tipo de lesiones presentan significativas
discapacidades a nivel cognitivo y de conducta a largo plazo (Jordan 2014; Langlois et al.
2006; Mollayeva et al. 2018; Rutland-Brown et al. 2006), lo que permitiria a través de un

modelo animal buscar potenciales biomarcadores y posibles tratamientos para esta condicion.
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Figura 18.- ElI modelo de trauma cerebral moderado y repetitivo produce
neuroinflamacién en el hipocampo. A. Fotos de inmunofluorescencia representativas
contra dos marcadores de neuroinflamacion, GFAP e Iba-1, marcadores de astrocitos y de
microglia, respectivamente evaluados a 2 dias y a 1 semana tras la tltima sesién de induccién
de trauma. B. Cuantificacién de los niveles relativos de la marca total de GFAP (Ba) e Iba-1
(Bb) a distintos tiempos. C. Cuantificacion de los niveles relativos de la marca
correspondiente al soma de GFAP (Ca) e Iba-1 (Cb) a distintos tiempos. Tres animales
fueron usados por grupo experimental. Los datos son mostrados como promedio + error
estandar. Las diferencias estadisticas fueron calculadas mediante ANOVA, seguid
posteriormente del analisis de Bonferroni. Los asteriscos indican la significancia de la

diferencia estadistica observada (*<0.05; ** <0.01).
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Figura 19. -El modelo de trauma cerebral moderado y repetitivo produce acumulacion
de marcadores de estrés oxidativo en el hipocampo de ratones WT. A.- Fotos de
inmunofluorescencia representativas contra dos marcadores de estrés oxidativo, 4-HNE vy
Oh-dG, marcadores de peroxidacion lipidica y de oxidacion de é&cidos nucleicos,
respectivamente evaluados a 2 dias ya 1 semana tras la Gltima sesion de induccion de trauma.
B. Cuantificacién de los niveles relativos de la marca total de 4-HNE (Ba) y OH-dG (Bb) a
distintos tiempos. Tres animales fueron usados por grupo experimental. Los datos son
mostrados como promedio * error estandar. Las diferencias estadisticas fueron calculadas
mediante ANOVA, seguido posteriormente del analisis de Bonferroni. Los asteriscos indican
la significancia de la diferencia estadistica observada (*<0.05; ** <0.01).
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4.2.2.- Evaluacion conductual de ratones WT y SOD2* sometidos a trauma cerebral.

El déficit cognitivo es la consecuencia final que ocurre tras el trauma cerebral (Davis 2000a).
Nos propusimos intervenir en la susceptibilidad al dafio secundario en los animales sometidos
al protocolo de trauma, en este caso decidimos disminuir la capacidad antioxidante en nuestro
modelo de trauma utilizando animales transgénico SOD2*" en animales de 2 meses de edad,
que como se observd en la figura 11 no presenta alteraciones en el desempefio cognitivo bajo
condiciones control a esta edad pero si ocurren en edades posteriores, en este caso a los 6
meses de edad (Carvajal et al. 2018) . Evaluamos el desempefio cognitivo de los ratones WT
y SOD2*"sometidos a trauma cerebral (Figura 20), usado una prueba modificada que permite
evaluar memoria espacial asociado con memoria episddica (flexibilidad de memoria, (Chen
et al. 2000)), el cual es méas sensible en detectar disfuncion hipocampal (Figura 20A), la
misma prueba utilizada en la figura 11. El analisis del desempefio conductual indica que los
animales WT sometidos a trauma requieren de mas intentos para alcanzar el criterio de
aprendizaje que los animales WT control en un par de dias de prueba (el criterio corresponde
a que los animales deben encontrar la plataforma con un tiempo menor a 20s, tres veces
consecutivas. Ver seccion 3.3.2 en métodos) (Figura 20Aa 'y 20Ac). Por otro lado, el analisis
del desempefio conductual indica que los animales SOD2*" sometidos a trauma también
requieren de un mayor namero de intentos para alcanzar el criterio de aprendizaje (Figura
20Ab y 20Ac). Otro analisis conductual utilizado fue el del reconocimiento de objeto nuevo
(NOR) (Figura 20B). Este analisis toma ventaja de la tendencia innata de los ratones por
explorar mas tiempo un objeto novedoso que uno familiar y siguiendo protocolos descritos
anteriormente con la configuracion de los objetos en ambas fases que se describe en la figura
20Ba (Broadbent et al. 2010; Ennaceur 2010; Inestrosa et al. 2013). Esta prueba indic6 que

los animales WT sometidos a trauma cerebral no presentaran diferencias significativas en
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Figura 20.- El trauma cerebral moderado genera alteraciones en el desempefio
cognitivo de ratones WT y ratones SOD2+/-. A. Desempefio cognitivo de ratones WT (Aa)
y SOD2*" (Ab) sometidos a trauma cerebral en la prueba de flexibilidad de memoria. (Ac)
Iméagenes representativa del nado recorrido para encontrar la plataforma en el dia 4. Seis
animales fueron usados por grupo experimental. B. Andlisis conductual bajo el paradigma
del reconocimiento de objeto nuevo. Ba. Esquema ilustrativo que muestra la disposicion de
los objetos durante la fase de adquisicion y durante la fase de reconocimiento. Grafico del
indice de preferencia por el objeto nuevo en animales WT (Bb) y en animales SOD2+/- (Bc)
sometidos a trauma cerebral. Los datos son mostrados como promedio + error estandar. Las
diferencias estadisticas fueron calculadas mediante ANOVA, seguid posteriormente del
analisis de Bonferroni. Los asteriscos indican la significancia de la diferencia estadistica
observada (*<0.05). Las curvas fueron analizadas por ANOVA de medidas repetidas.
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comparacion al grupo control (Figura 20Bb). En el caso de los animales SOD2*" los animales
sin golpear no presentan alteraciones en el indice de preferencia por el objeto nuevo. Por el
contrario, los animales SOD2*" sometidos a trauma cerebral no presentan una diferencia
significativa entre el indice de preferencia por el objeto nuevo indicando falla cognitiva en
este grupo experimental (Figura 20Bc). En resumen, estos resultados indican que la baja
capacidad antioxidante provocado por la baja expresion de SOD2 no es suficiente para
producir dafio cognitivo a los dos meses de edad. Sin embargo, la acumulacion de marcadores
de estrés oxidativo en los animales SOD2 por trauma cerebral podria comprometer el

desempefio cognitivo dependiente del hipocampo.

4.2.3 Evaluacion de la plasticidad y de la respuesta sinaptica de ratones WT y SOD2*"
sometidos a trauma cerebral.

Con el fin de evaluar el efecto de la acumulacion de marcadores de estrés oxidativo
sobre la transmision sinaptica tras el trauma cerebral, hemos registrado la actividad sinéptica
en el circuito hipocampal colaterales de Schaffer-CA1, midiendo potenciales postsinapticos
excitatorios evocados de campo (fEPSP). Hemos realizado experimentos de curvas
intensidad/respuesta para evaluar la fuerza sinaptica (Figura 21A). Hemos encontrado una
disminucion significativa en la respuesta total a diferentes intensidades de estimulacién en
ratones WT sometidos a trauma cerebral en comparacion a los animales WT control (Figura
20A). En cuanto a los SOD2*" de 2 meses de edad utilizados como control de los animales
transgénicos, hemos observado un decaimiento en la respuesta total en comparacion a los
animales WT control, tal como fue observado en la figura 13 (Carvajal et al. 2018), y una

disminucion ain mas fuerte en los ratones SOD2*" sometidos a trauma cerebral (Figura 21A).
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Figura 21.- El trauma cerebral induce alteraciones en la curvas intensidad/respuesta y
en plasticidad sinaptica en el hipocampo de ratones WT y SOD2*". A. Pendiente de la
respuesta sinaptica (fEPSP) inducida por protocolo intensidad/respuesta para las respuestas
totales en el hipocampo de de ratones WT y SOD2*". Ba. LTP fue generado por estimulacion
de alta frecuencia (4 trenes de 100 Hz) en el circuito hipocampal CA1-CAS3 de rebanadas de
cerebro de ratones WT y SOD2*" en condiciones control y sometidos a trauma cerebral.
Cuantificacion de la pendiente de las respuestas sinaptica durante los minutos 50-60 de
registro después del HFS en condiciones control y sometidos a trauma cerebral en cerebro de
ratones WT y SOD2*" (Bb). Se utilizaron 2 a 3 rebanadas por cada animal de 3 animales por
grupo experimental. Los puntos y las barras representan promedio + error estandar. Las
diferencias estadisticas fueron calculadas mediante ANOVA, seguido posteriormente del
analisis de Bonferroni. Las curvas fueron analizadas por ANOVA de medidas repetidas. Los
simbolos indican la significancia de la diferencia estadistica observada (6 < 0.001 entre WT
Sham y WT TBI; *** < 0.001; entre WT TBI y SOD2*" TBI; $<0.05, $¢¢ < 0.001; entre
SOD2*" Sham y SOD2*" TBI).
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Consistente con la idea de que un incremento en el déficit cognitivo y en ciertos
marcadores de estrés oxidativo puede comprometer la fuerza sinptica, hemos evaluado la
plasticidad sinptica en animales WT y SOD2*- sometidos a trauma cerebral (Figura 21 Ba
y Bb, respectivamente). Hemos encontrado que la induccion de la LTP estd comprometida
en los ratones WT sometidos a trauma cerebral en comparacion con animales control de la
misma edad (Figura 21 Ba'y 21Bb). Por otro lado, los animales SOD2*" de 2 meses de edad
presentan una expresion del LTP deficiente en comparacion a un animal WT de la misma
edad, mientras que los animales SOD2*~ sometidos a la induccion de trauma son incapaces
de generar potenciacion (Figura 21 Ba y 21Bb). Estos datos sugieren fuertemente que el
trauma cerebral altera la fuerza y la plasticidad sinéptica y estos efectos son mas severos sin
la barrera antioxidante de la enzima SOD2.
Adicionalmente, analizamos en més detalle la contribucion de los NMDARSs dentro
de la respuesta sinaptica tras la induccion de trauma cerebral en ratones WT y SOD2*" a
través de ensayos electrofisiologicos y bioquimicos (Figura 22). Hemos encontrado una
disminucion significativa en la respuesta de los NMDARs (registros realizados sin Mg*?, con
20uM de NBQX) a diferentes intensidades de estimulacion en ratones WT sometidos a
trauma cerebral en comparacion a los animales WT control (Figura 21A). En cuanto a los
SOD2*" de 2 meses de edad hemos observado un decaimiento en la respuesta total en
comparacion a los animales WT control tal como se habia observado anteriormente, y una
disminucion ain mas fuerte en los ratones SOD2*" sometidos a trauma cerebral (Figura 22A).
Como hemos encontrado una disminucion en la respuesta correspondiente a los NMDARS,
hemos decidido analizar si existen cambios en la distribucion de los NMDARS entre regiones
sinapticas y extrasinapticas que podrian contribuir a los efectos neuropatolégicos observados

tras el trauma cerebral en los ratones WT y SOD2*" (Figuras 22B). Como ya se ha explica
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anteriormente, numerosos reportes han demostrado que ciertas fosforilaciones en residuos de
tirosina en la subunidad GIuN2B de los NMDARs esté fuertemente asociada con su expresion
en la superficie. En resumen la fosforilacion en tirosina 1472, que regula la expresion en la
superficie sindptica de los NMDARs (Xu et al. 2006), y la fosforilacion en residuos de
tirosina 1336 la cual estd asociado con el enriquecimiento de los receptores NMDARS en
membranas extrasinapticas (Goebel-Goody et al. 2009). Entre los animales WT control y
sometidos a trauma cerebral no se encontraron diferencias significativas entre los niveles
totales de la subunidad GIuN2B. Sin embargo, hemos observado una disminucién del 40%
en la fosforilacion que mantiene a los NMDARs en la zona sinéptica (tirosina 1472) en los
animales WT sometidos a trauma cerebral en comparacion con los animales control. Por otro
lado, la fosforilacion que enriquece los NMDARs en la zona extrasinaptica (tirosina 1336)
incrementa aproximadamente un 60% en los ratones en los animales sometidos a trauma
(Figura 22B). Al analizar los mismos parametros en los animales SOD2*" de 2 meses de
edad, de igual manera no hemos observado diferencias significativas entre los niveles totales
de la subunidad GIuN2B. Sin embargo, la marca de fosfo-tirosina 1472 desciende un 20% en
los animales SOD2*" control y desciende atin mas, cerca de un 50% en los mismos animales
sometidos a trauma cerebral. Por otro lado, la marca de fosfo-tirosina 1336 de los animales
SOD2*" control posee niveles relativos similar a los animales WT, pero los animales SOD2*"
sometidos a trauma cerebral presentan un incremento de esta fosforilacién cerca de un 60%
(Figura 22B). Para confirmar el efecto del trauma sobre la distribucion de los NMDARSs, los
cuales solo se habian analizado a través de las fosforilaciones selectivas para cada ubicacion,

hemos realizado un protocolo de fraccionamiento subcelular en donde,
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Figura 22.- El trauma cerebral altera la funcionalidad y el estado de fosforilacion de los
NMDARs en el hipocampo de ratones WT y SOD2*". A. Pendiente de la respuesta
sinaptica (fEPSP) inducida por protocolo intensidad/respuesta para las respuestas
correspondientes a los NMDARSs en el hipocampo de ratones WT y SOD2*" en condiciones
control y sometidos a trauma cerebral. B. Analisis por inmunoblot de las fosforilaciones de
la subunidad GIuN2B de los NMDARs y analisis densitométricos de la fosfo-tirosina 1472 y
de la fosfo-tirosina 1336 en lisados de hipocampo de ratones WT y SOD2*" en condiciones
control y sometidos a trauma cerebral. Se utilizaron 2 a 3 rebanadas por cada animal de 3
animales por grupo experimental para la electrofisiologia y 3 animales por grupo
experimental para los analisis bioquimicos. Los puntos y las barras representan promedio +
error estdndar. Las diferencias estadisticas fueron calculadas mediante ANOVA, seguid
posteriormente del andlisis de Bonferroni. Los asteriscos indican la significancia de la
diferencia estadistica observada (*<0.05). Las curvas fueron analizadas por ANOVA de
medidas repetidas. Los simbolos indican la significancia de la diferencia estadistica
observada (6 < 0.01, 66 < 0.001 entre WT Sham y WT TBI; *** < 0.001; entre WT TBI y
SOD2+/- TBI; $<0.05, ¢ < 0.001; entre SOD2+/- Sham y SOD2+/- TBI).
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entre varias fracciones pudimos separar la zona postsinaptica (PSD) de la zona extrasinéptica
(Figura 23). Dentro de los marcadores utilizados esta tubulina, proteina del citoesqueleto,
marca para fracciones de citoplasma; PDI (proteina disulfuro-isomerasa), presente en reticulo
endoplasmaético utilizado como marcador de fraccion microsomal; sinaptofisina, proteina
asociada a fracciones presinapticas, pero también presente en zonas no sinapticas y PSD-95,
proteina de andamiaje de la zona postsinaptica (Figura 23Aa 'y 23Ab) (Dosemeci et al. 2006;
Milnerwood et al. 2010). Al analizar los niveles de la subunidad GIuN2B en la zona
postsinéptica observamos una disminucion en los animales WT golpeados en comparacion a
los animales WT control (Figura 23B), en el caso de los animales SOD2*, observamos un
descenso parcial en estos animales en comparacion a los animales WT control que se
acrecienta fuertemente cuando se someten al protocolo de trauma (Figura 223B). El analisis
de la fraccion no sinaptica revela un fuerte incremento de la subunidad GIUN2B en esta
fraccion en los animales WT tras la sesion de induccion de trauma (Figura 23C). En el caso
de los animales SOD2*", solo se observa un fuerte incremento en los animales SOD2*"
sometidos a trauma cerebral (Figura 23C).

Estos resultados sugieren que el trauma cerebral y la baja barrera antioxidante de los
animales puede inducir cambios patolégicos en la funcion sindptica del hipocampo y afectar
la funcion hipocampal, esto posiblemente en parte a la reduccion de los NMDARs sinapticos

y al incremento en la poblacion de NMDARs extrasinapticos.
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Figura 23.- El trauma cerebral altera la distribucion sinaptica/extrasinaptica de los
NMDARs en el hipocampo de ratones WT y SOD2*-. A. Caracterizacion del
fraccionamiento subcelular descrito en la figura 6 con distintos marcadores para cada una de
fraccion obtenida (Aa). Diagrama representativo de cada fraccion obtenida y del marcador
utilizado para reconocerla (Ab). B. Fraccion correspondiente a la densidad postsinaptica de
hipocampos de ratones WT y SOD2*" bajo condiciones control y sometidos a trauma cerebral
y su respectiva cuantificacion. C. Fraccion correspondiente fracciones de membranas no
sinapticas/extrasinapticas de hipocampos de ratones WT y SOD2*" bajo condiciones de
control y sometidos a trauma cerebral y su respectiva cuantificacion. Seis animales fueron
usados por grupo experimental. Los datos son mostrados como promedio + error estandar.
Las diferencias estadisticas fueron calculadas mediante ANOVA, seguid posteriormente del
analisis de Bonferroni. Los asteriscos indican la significancia de la diferencia estadistica
observada (*<0.05).
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4.2.4.- La sefalizacién asociada a los NMDARs esta alterada en los ratones WT y
SOD2*" sometidos a trauma cerebral.

Debido a que observamos un incremento en la poblacion de NMDARs
extrasinapticos, detectado por la fosforilacion en tirosina 1336, y una reduccién de la forma
sinaptica de los NMDARs, detectada por la fosforilacion en tirosina 1472 en los animales
WT y SOD2*" sometidos a trauma cerebral, hemos analizado diversos blancos relacionados
en la sefializacion relacionada a los NMDARs, similar a lo realizado en la figura 14y 15y
descrito previamente (Carvajal et al. 2018). Estos blancos son CREB, STEPs;, PTEN y ERK
(Figura 24). Como ya se mencion0 anteriormente, la actividad sinaptica gatillada por la
activacion de los NMDARs induce la transcripcion génica mediada por CREB. CREB
transloca al nucleo por fosforilacion en el residuo de serina 133 y es utilizado como un
marcador de actividad transcripcional. Ademas se ha reportado que esta marca de actividad
transcripcional, fosforilacion en serina 133, disminuye con la activacion de los NMDARs
extrasinapticos (Hardingham et al. 2001; Hardingham and Bading 2002; Hardingham et al.
2002). El analisis de p-CREB (S133) en el hipocampo de ratones WT y SOD2*" fue realizado
mediante ensayos de inmunoblot. Se pudo observar que el trauma cerebral disminuye los
niveles de p-CREB, tanto en animales WT como en animales SOD*" (Figura 24). Estos datos
son acordes con la disminucion de la sefializacion sindptica mediada por los NMDARs
observadas anteriormente (Figura 22). Por otro lado, hemos analizado 2 fosfatasas implicadas
directa e indirectamente en el estado de fosforilacion de los NMDARSs, STEPs1 y PTEN.
PTEN se ha visto implicada en desordenes neuropatolégicos como la EA y el dafio por
isquemia a través de un mecanismo similar sobre el estado de fosforilacion de los NMDAR:s.

No se observaron diferencias significativas entre los animales WT sometidos a traumay los
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animales WT control. Tampoco se observaron cambios entre los animales SOD2*" control y
sometidos a trauma cerebral (Figura 24).
En el caso de la fosfatasa STEPe1, como se explico con anterioridad, regula el estado
de fosforilacion a través de 2 vias, por la directa desfosforilacion de la tirosina 1472, o
indirectamente a través de la desfosforilacién e inactivacién de la quinasa Fyn, responsable
de esta fosforilacion (Nguyen et al. 2002; Pelkey et al. 2002). El andlisis de los animales WT
sometidos a trauma cerebral, evidencio un incremento sobre el 50% en su nivel de expresion
(Figura 24). En el caso de los animales SOD2*", no se observaron cambios significativos
entre los animales sin induccién de trauma con los animales WT, por el contrario, el grupo
de animales SOD2*" sometidos a trauma cerebral, poseen un incremento de mas del 100%
en sus niveles de expresion (Figura 24). Ademas de medir los niveles totales de STEPs1, se
midio su actividad mediante otro blanco de esta fosfatasa, el cual es la version fosforilada de
ERK, especificamente en los residuos de treonina 202 y tirosina 204 (Li et al. 2014). En el
caso de los animales WT control y sometidos a trauma no se observaron cambios
significativos en los niveles de ERK fosforilado (Figura 24). Por el contrario, los animales
SOD2*" sometidos a trauma, presentan un dréstico descenso de p-ERK en comparacion a la
condicion SOD2*" control sugiriendo que ademas de un incremento en los niveles de STEPe,
también se observa un fuerte incremento en su actividad (Figura 24). Un incremento similar
en los niveles de STEP han sido reportados para modelos de ratones transgénicos de la EA 'y
de Huntington (Gladding et al. 2012; Xu et al. 2014). STEPs; es la forma activa de esta
fosfatasa, mientras que STEPz3 es el producto de degradacion asociado a la activacion de
calpainas por la estimulacién de los NMDARs extrasinapticos (Gladding et al. 2012; Goebel-
Goody et al. 2012a; Hermel et al. 2004). No se observaron diferencias significativas de los

niveles de STEPs3 en los animales WT control y sometidos a trauma cerebral, esta version



67
de STEP se encuentra en tan bajos niveles que fue necesaria la sobreexposicion de la
membrana al momento de revelar (Figura 24). En el caso de los animales SOD2*", sometidos
a trauma cerebral, la presencia de STEP33 se incrementa sobre 6 veces en comparacion a los
animales control, evidenciando que ademas del incremento de la poblacion de los NMDARs
extrasindpticos, también existe una activacion de esta poblacion de receptores (Figura 24).

Estos resultados indican que los dafios producidos en el hipocampo tras el trauma
cerebral alteran diversas vias de sefializacion, entre ellas se encuentran las vias que median
la distribucion de los NMDARs, en este caso demostrando un desbalance de dos fosfatasas
implicados en el estado de fosforilacion de los NMDARS, los cuales también se han visto
alterados en varias otras neuropatologias que podrian estar mediando los eventos

neuropatoldgicos presentes en este modelo de trauma cerebral.
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Figura 24.- La sefalizacion asociada a los receptores NMDA se encuentra alterada en
los ratones WT y SOD2*" sometidos a trauma cerebral. Inmunoblot contra STEP, PTEN,
p-CREB (S133) y p-ERK desde lisados hipocampales extraidos desde ratones WT y SOD2*"
bajo condiciones de control y sometidos a trauma cerebral y su respectiva cuantificacion. La
banda de STEPs3 fue sobreexpuesta debido a su baja expresion. Se utilizaron 3 animales por
grupo experimental. Las barras representan promedio + error estandar. Las diferencias
estadisticas fueron calculadas mediante ANOVA, seguido posteriormente del analisis de
Bonferroni. Los asteriscos indican la significancia de la diferencia estadistica observada
(*<0.05).
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4.2.5.- La inhibicién farmacoldgica de PTEN y STEP restauran parcialmente los
dafios producidos tras el trauma cerebral.

Los resultados observados previamente demostraron una desregulacién en los estados
de fosforilacion de la subunidad GIuUN2B de los NMDARs, lo cual influye en su localizacion
a nivel neuronal y en su funcionalidad (Figura 23) (Goebel-Goody et al. 2009). Este cambio
en los estados de fosforilacion de la subunidad GIUN2B tras el trauma cerebral se debe
principalmente al aumento en los niveles de las fosfatasas PTEN y STEP (Figura 24). Por
este motivo hemos decidido administrar inhibidores farmacolégicos para ambas fosfatasas
por separado con el fin de revertir los efectos producidos tras el trauma cerebral atribuidos a
los cambios de fosforilacion de los NMDARs. Comenzamos por analizar el efecto de la
inhibicion de PTEN a pesar de no ver grandes cambios en sus niveles totales (Figura 24).
Para ello utilizamos el inhibidor VOH-pic, una molécula pequefia de la familia vanadil, que
ha demostrado ser un potente inhibidor de la actividad fosfatasa de PTEN (Mak et al. 2010;
Rosivatz et al. 2006). Este inhibidor ha sido estudiado como una potencial terapia contra los
dafios cardiacos y neurologicos causados por el paro cardiaco repentino y para los dafios
causados por la isquemia/reperfusion (Li et al. 2015). Este inhibidor fue administrado de
forma intraperitoneal a una dosis de 10 pug/Kg de peso de animal y dos horas antes de cada
sesion de golpes como se ha descrito en trabajos previos (Li et al. 2015), y continuando el
tratamiento hasta el dia de sacrificio (Ver materiales y métodos, Figura 6B). La concentracion
y el tiempo utilizado entre la inyeccion y la induccién del trauma fue estimado de acuerdo a
otros trabajos que demuestran que este inhibidor, VO-pic y otros compuestos en base a
vanadio, al ser administrados intraperitonealmente son capaces de aumentar los niveles de p-
Akt desde los 30 minutos con el maximo nivel de inhibicion a las 2 horas (Li et al. 2015; Liu

et al. 2010; Zu et al. 2011).
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En nuestro caso, tras el tratamiento, se observo un aumento en los niveles de Akt
fosforilado, blanco candnico de la actividad fosfatasa de PTEN, demostrando que el inhibidor
funciona correctamente (Figura 25 A). Al analizar el desempefio cognitivo de los animales
sometidos a trauma cerebral, no se observaron diferencias significativas entre los animales
sometidos a trauma cerebral tratados con solucion salina y tratados con el inhibidor de PTEN,
VOH-pic (Figura 25). Esto se observo en la prueba de flexibilidad de memoria, tanto en
animales WT y SOD2*" (Figura 25 Ba y 25 Bb), asi como en la prueba de reconocimiento
de objeto nuevo (Figura 25 C). Tendencia similar fue observada al analizar las respuestas
sinapticas tras el tratamiento con VOH-pic tras el trauma cerebral. No se observaron
diferencias significativas entre las respuestas totales en animales WT ni en animales SOD2*"
(Figura 26 Aa'y 26 Ab), ni las respuestas correspondientes a los NMDARs, tanto en animales
WT como en animales SOD2*" sometidos a TC (Figura 26 Ba y 26 Bb). Estos datos nos
sugieren que los efectos dafinos producidos por el trauma cerebral no pueden ser
restablecidos tras la inhibicion farmacologica de la fosfatasa PTEN.

Por otro lado, la inhibicién farmacologica de STEP, se realiz6 usando el compuesto
TC-2153  (benzopentathiepin  8-(trifluoromethyl)-1,2,3,4,5-benzopentathiepin-6-amine
hydrochloride), perteneciente a una nueva familia de inhibidores de proteinas tirosina
fosfatasa en base a farmacoforos ciclicos polisulfurados que forman enlaces covalentes
reversibles con la cisteina catalitica en STEP (Xu et al. 2014). Este inhibidor demostré poseer
una alta especificidad en la inhibicion de STEP en comparacion a otras fosfatasas, ademas
no se observaron fendmenos de toxicidad en cultivos neuronales y es capaz de revertir el
déficit cognitivo en ratones modelo de la EA sin afectar los marcadores clasicos de la

enfermedad (fosforilacion de Tau y depdsitos de f-amiloide) (Xu et al. 2014).
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Figura 25. La inhibicién farmacoldgica de PTEN no altera los cambios conductuales
producidos por el trauma cerebral a nivel cognitivo. (A) Analisis de los niveles de p-AKt
mediante analisis de western blot junto al grafico de su andlisis densitométrico de animales
tratados con el inhibidor para la fosfatasa PTEN, VOH. Desempefio cognitivo de ratones WT
(Ba) y SOD2*" (Bb) sometidos a trauma cerebral tratados con VOH en la prueba de
flexibilidad de memoria e imagenes representativa del nado recorrido para encontrar la
plataforma en el dia 4. C. Analisis conductual NOR evaluado a través del del indice de
preferencia por el objeto nuevo en animales WT y en animales SOD2* sometidos a trauma
cerebral y tratados con VOH. Se utilizaron 6 animales por grupo experimental. Los datos son
mostrados como promedio * error estandar. Las diferencias estadisticas fueron calculadas
mediante ANOVA, seguido posteriormente del andlisis de Bonferroni. Las curvas fueron
analizadas por ANOVA de medidas repetidas. Los simbolos indican la significancia de la
diferencia estadistica observada. (Figura Ba,**<0.01, *** < 0.001; entre WT Sham y WT
TBI; $$$ < 0.001 para WT Sham y WT TBI + VOH; $<0.05, ¢¢ <0.01, ¢¢$ <0.001; para WT
Sham + VOH y WT TBI + VOH; Figura Bb, *<0.05, **<0.01 para SOD2*" Sham y SOD2*"
TBI; $ <0.05 para SOD2*" Sham y SOD2*" TBI + VOH; $<0.05, $¢ <0.01, $p¢ < 0.001
para SOD2*" + VOH y SOD2*" TBI; Figura C, *<0.05).
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Figura 26. La inhibicién farmacologica de PTEN no altera los dafios sinapticos
producidos por el trauma cerebral. Pendiente de la respuesta sinaptica (fFEPSP) inducida
con distintas intensidades de estimulo para las respuestas totales en el hipocampo de ratones
WT (Aa) y SOD2*" (Ab) y para las respuestas correspondientes a los NMDARs en el
hipocampo de ratones WT (Ba) y SOD2*" (Bb) en condiciones control y sometidos a trauma
cerebral tratados con el inhibidor de la fosfatasa PTEN, VOH. Se utilizaron 3 animales por
grupo experimental. Los datos son mostrados como promedio + error estandar. Las
diferencias estadisticas fueron calculadas mediante ANOVA, seguido posteriormente del
analisis de Bonferroni. Las curvas fueron analizadas por ANOVA de medidas repetidas.
(Figura Aa y Ba, *** < 0.001; entre WT Sham y WT TBI, $$$ < 0.001 para animales WT
Sham + VOH y WT TBI + VOH, $<0.05, ¢¢¢ <0.001 para WT TBI y WT TBI + VOH,;
++<0.01, +++ <0.001 para WT Sham y WT TBI + VOH;Figura Ab y Bb, *<0.05, **<0.01,
***<(0.001 para SOD2*" Sham y SOD2*" TBI; ++<0.01, +++ <0.001 para SOD2*" Sham'y
SOD2*" TBI + VOH; $$$ < 0.001 para animales SOD2*- Sham + VOH y SOD2*" TBI +
VOH; $¢$<0.05 para SOD2*" TBI y SOD2*" TBI + VOH).
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El inhibidor TC-2153 se administrd a una dosis de 10 mg/Kg por peso de animal con
la misma frecuencia que el inhibidor de PTEN (Ver materiales y métodos, Figura 6B). En
este caso si se demostro la efectividad para revertir algunos de los cambios producidos tras
la induccion del trauma cerebral. La dosis utilizada ya habia sido reportada previamente
(Castonguay et al. 2018; Xu et al. 2014), pero de todas maneras evaluamos la efectividad del
tratamiento a través de un blanco conocido de la actividad fosfatasa de STEP, el cual es la
fosforilacion de ERK en los residuos treonina 202 y tirosina 204 (Munoz et al. 2003; Paul et
al. 2003). El tratamiento con TC-2153 demostro ser efectivo como inhibidor, logrando un
incremento de p-ERK en comparacion al grupo control tratado con suero salino (Figura 27
A). El analisis del desempefio cognitivo revelo una mejora tras el tratamiento con TC-2153
evaluado por la prueba de flexibilidad de memoria y por la prueba de reconocimiento de
objeto nuevo (Figura 27 B 'y 27 C). En el caso de la prueba de flexibilidad de memoria se
observa una mejora en los animales WT sometidos a trauma tratados con TC-2153 en
comparacion a los tratados con suero salino (Figura 27 Ba). En el caso de los animales
SOD2*" Ia reversion del dafio inducido por trauma cerebral tras el tratamiento con TC-2153
es aun mas evidente (Figura 27 Bb).

Previamente se habia demostrado que el trauma cerebral induce cambios en las
respuestas sinapticas totales y de las respuestas correspondientes a los NMDARs (Figura 21
y 22). Por este motivo se evalud si la inhibicion farmacoldgica de STEP restaura los cambios
producidos por el trauma cerebral. En efecto, el tratamiento con TC-2153 restaura las
respuestas sinapticas tanto en animales WT como en animales SOD2*" (Figura 28 Aa y 28
Ab). Similar tendencia fue observada al evaluar las corrientes correspondientes a los

NMDARs, TC-2153 restaurd la perdida de respuesta tras la induccion de trauma cerebral
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tanto en animales WT como en animales SOD2*" (Figura 28 Ba y 28 Bb). Como ya se ha
explica anteriormente, numerosos reportes han demostrado que ciertas fosforilaciones en
residuos de tirosina en la subunidad GIuUN2B de los NMDARs esté fuertemente asociada con
su expresion en la superficie y que este balance en el estado de fosforilacién de los NMDARs
y por ende de su ubicacion a nivel neurona es alterado tras la induccién de trauma cerebral
(Goebel-Goody et al. 2009)(Figura 21). La fosforilacion en tirosina 1472, que regula la
expresion en la superficie sindptica de los NMDARs (Xu et al. 2006), baja significativamente
tras el trauma cerebral (Figura 22 y 29). En los animales WT, el tratamiento con TC-2153
logro restaurar parte de la disminucion observada tras el trauma cerebral (Figura 22 B). En
el caso de los animales SOD2*", la restauracion de los niveles de fosforilacion en tirosina
1472 de los NMDARSs es aun mas evidente (Figura 29 B). En el caso de la fosforilacion en
residuos de tirosina 1336 la cual estd asociado con el enriquecimiento de los NMDARs en
membranas extrasinapticas (Goebel-Goody et al. 2009) se observo previamente un aumento
de esta fosforilacion tras el trauma cerebral (Figura 22 y 29). Tras el tratamiento con TC-
2153 los niveles p-1336 no evidenciaron cambios significativos en animales WT (Figura 29
A). Caso contrario ocurrié con los animales SOD2*", donde se evidencio un significativo
descenso de esta fosforilacion tras el tratamiento con TC-2153 (Figura 29 B). Estos datos
sugieren fuertemente el clave papel que juega la fosfatasa STEP en el mecanismo de dafio
generado tras el trauma cerebral que incluye alteraciones en el estado de fosforilacion de los
NMDARs y que su inhibicion farmacologica ayuda a revertir los cambios observados tanto

a nivel cognitivo y molecular.
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Figura 27. La inhibicién farmacolégica de STEP restaura parcialmente la falla
cognitiva tras el trauma cerebral. (A) Andlisis de los niveles de p-ERK mediante analisis
de western blot junto al grafico de su analisis densitométrico de animales tratados con el
inhibidor para la fosfatasa STEP, TC-2153. Desempefio cognitivo de ratones WT (Ba) y
SOD2*" (Bb) sometidos a trauma cerebral tratados con TC-2153 en la prueba de flexibilidad
de memoria e imagenes representativa del nado recorrido para encontrar la plataforma en el
dia 4. C. Analisis conductual NOR evaluado a traves del del indice de preferencia por el
objeto nuevo en animales WT y en animales SOD2*" sometidos a trauma cerebral y tratados
con TC-2153. Se utilizaron 3 animales por grupo experimental. Los datos son mostrados
como promedio + error estandar. Las diferencias estadisticas fueron calculadas mediante
ANOVA, seguido posteriormente del analisis de Bonferroni. Las curvas fueron analizadas
por ANOVA de medidas repetidas. Las figuras indican la significancia de la diferencia
estadistica observada. (Figura Ba, **<0.01, *** <0.001; entre WT Sham y WT TBI, $<0.01
para animales WT Sham y WT TBI + TC-2153, $<0.05, ¢¢ <0.01 para WT TBI y WT TBI
+ TC-2153; $<0.05, ¢¢ <0.01 para WT TBI y WT TBI + TC-2153; Figura Bb, *<0.05,
**<0.01 para SOD2*" Sham y SOD2*" TBI; $<0.05 para SOD2*" TBl y SOD2*" TBI + TC-
2153; Figura C, *<0.05).
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Figura 28. La inhibicién farmacolégica de STEP restaura parcialmente la falla
sinapticay la respuesta NMDAR dependiente. Pendiente de la respuesta sinaptica (fEPSP)
inducida por distintas intensidades de estimulo para las respuestas totales en el hipocampo
de ratones WT (Aa) y SOD2*" (Ab) y para las respuestas correspondientes a los NMDARS
en el hipocampo de ratones WT (Ba) y SOD2*" (Bb) en condiciones control y sometidos a
trauma cerebral tratados con el inhibidor de la fosfatas STEP, TC-2153. Se utilizaron 3
animales por grupo experimental. Los datos son mostrados como promedio + error estandar.
Las diferencias estadisticas fueron calculadas mediante ANOVA, seguido posteriormente del
analisis de Bonferroni. Los asteriscos indican la significancia de la diferencia estadistica
observada (*¥<0.05). Las curvas fueron analizadas por ANOVA de medidas repetidas. (Figura
Aay Ba, *** < 0.001; entre WT Sham y WT TBI, $$$ < 0.001 para animales WT Sham +
TC-2153 y WT TBI + TC-2153, ¢$<0.05, ¢¢d <0.001 para WT TBI y WT TBI + TC-2153;
++<0.01, +++ <0.001 para WT Sham y WT TBI + TC-2153; Figura Ab y Bb, *<0.05,
**<0.01, ***<0.001 para SOD2*" Sham y SOD2*" TBI; ++<0.01, +++ <0.001 para SOD2*"
Sham y SOD2*" TBI + TC-2153; $$$ < 0.001 para animales SOD2*" Sham + TC-2153 y
SOD2*" TBI + TC-2153; $¢¢$<0.05 para SOD2*" TBI y SOD2*" TBI + TC-2153).
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Figura 29. La inhibicién farmacoldgica de STEP restaura el estado de fosforilacion de
los NMDARS tras el trauma cerebral. Analisis por inmunoblot de las fosforilaciones de la
subunidad GIuN2B de los NMDARs y analisis densitométricos de la fosfo-tirosina 1472 y
de la fosfo-tirosina 1336 en lisados de hipocampo de ratones WT (A) y SOD2* (B) en
condiciones control y sometidos a trauma cerebral tratados con el inhibidor de STEP, TC-
2153. Se utilizaron 3 animales por grupo experimental. Las barras representan promedio +
error estdndar. Las diferencias estadisticas fueron calculadas mediante ANOVA, seguid
posteriormente del andlisis de Bonferroni. Los asteriscos indican la significancia de la
diferencia estadistica observada (*<0.05).
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5.- Discusion

Usando un modelo transgenico con capacidad antioxidante comprometida (baja
actividad de la enzima SOD2), hemos demostrado que, bajo condiciones de estrés oxidativo,
existe una desregulacion en la sefializacion intracelular asociada a la distribucion y/o
localizacion de los NMDARs, lo que gatilla cambios en las funciones dependientes del
hipocampo con consecuencias a nivel conductual, de memoria y aprendizaje. Ademas, hemos
demostrado la susceptibilidad que existe al presentar esta baja en la capacidad antioxidante
al dafio bajo un modelo de dafio traumatico cerebral leve y repetitivo, lo que provoca que
estos animales presenten las caracteristicas del animal en estados méas avanzados de edad con
un alto nivel de marcadores de ROS a nivel tisular. En general existen principalmente dos
mecanismos a través los cuales los ROS afectan los canales ionicos: 1) por la oxidacion
directa de los residuos aminoacidicos o 2) interfiriendo con las vias de sefializacion que
regulan estos canales (Aizenman et al. 1989; Patel and Sesti 2016; Paula-Lima et al. 2014).
La actividad de los NMDARs puede ser regulada por radicales hidroxilos ligados
directamente en sitios moduladores redox de este receptor (Aizenman 1995; Aizenman et al.
1990; Aizenman et al. 1989). Sin embargo, estos receptores no son los Unicos canales que se
ven afectados por ROS en el hipocampo afectando procesos dependientes de esta estructura
como el aprendizaje y la memoria. Los receptores de rianodina (RYRS) son una familia de
canales que liberan calcio desde organelos intracelulares. La disfuncién de estos canales
sensibles al estado de oxidacion de sus aminoacidos puede generar alteraciones en la

capacidad de generar LTP en algunos circuitos neuronales (Paula-Lima et al. 2014).

En este trabajo nos hemos centrado en evaluar como el dafio oxidativo, generado a

través de modelos de estres oxidativo cronico (animal SOD2*"y envejecimiento), o a través
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de un dafio externo (trauma cerebral), se altera la sefializacion implicada en la distribucion
de los NMDARSs. Nuestros experimentos en hipocampo de animales SOD2 *", que tienen una
disminucion considerable en la actividad de SOD2 en el cerebro (Van Remmen et al. 1999),
demuestran que el estrés oxidativo afecta la transmisién sinaptica mediada por los NMDARs,
esto es especialmente dréstico en ratones de mayor edad o bajo condiciones de trauma. Dada
laimportancia de los NMDARs en la transmision sinéptica (Carroll and Zukin 2002; Carvajal
et al. 2016), la desregulacion de la sefializacion rio-abajo a través del dafio oxidativo
proporciona un mecanismo de disfuncion sinaptica en varias otras condiciones
neuropatoldgicas donde el incremento de ROS tiene un papel regulador fundamental (Cahill-
Smith and Li 2014; Ghosh et al. 2011; Lewerenz and Maher 2011; von Bernhardi and

Eugenin 2012).

Los NMDARs se encuentran localizados en distintos compartimentos de la membrana
neuronal y todos ellos pueden activar vias de sefializacion diferentes cuando son activadas
por glutamato. Por ejemplo, la activacion de los NMDARs sinapticos esta acoplada con la
activacion de ERK, con la subsecuente activacion de CREB, sefializacion envuelta en la
plasticidad sinaptica y sobrevivencia neuronal (Hardingham et al. 2001; Huang et al. 2008).
Ademas, previos reportes indican que la regulacién de la subunidad GIuN2B por Cdk5
mejora la memoria en modelos de rata y que su aumento en actividad esta asociado a diversos
tipos de dafio cerebral (Meyer et al. 2014, Plattner et al. 2014; Tassin et al. 2015; Yousuf et
al. 2016). En contraste, la activacién de los NMDARS extrasinapticos esta asociado con la
activacion de calpainas, p38 y varias otras vias de muerte celular, junto con la inhibicién de

la via CREB (Fan et al. 2012; Hardingham and Bading 2002; 2010; Hardingham et al. 2002).
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Los NMDARs son mas dindmicos de lo que originalmente se pensaba, y las neuronas

son capaces de regular el nimero, la distribucién y la composicién de la subunidad
de receptores sinapticos y extrasinapticos (Barria and Malinow 2005; 2002; Groc et al. 2009;
Groc et al. 2006; Hardingham and Bading 2010). Sin embargo, el mecanismo y las sefiales
que controlan la presencia de los NMDARs en diferentes dominios celulares son
dependientes principalmente del estado de fosforilacion de la subunidad GIuN2B (Goebel-
Goody et al. 2009). Dentro de las fosforilaciones mas importantes se encuentran dos
realizadas en residuos de tirosina. La fosforilacion en la tirosina 1472 de la subunidad
GIuN2B es critica para mantener al receptor NMDA en la sinapsis y previniendo su
endocitosis (Carroll and Zukin 2002; Carvajal et al. 2016; Goebel et al. 2005). Por otro lado,
la fosforilacion en la tirosina 1336 de la subunidad GIuN2B estd asociada a un
enriquecimiento de los NMDARs extrasinapticos (Gladding and Raymond 2011; Goebel-
Goody et al. 2009). Ambas fosforilaciones son sustratos de la kinasa de la familia Src llamada
Fyn (Schumann et al. 2009; Xu et al. 2006). El estado de fosforilacion de los NMDARs
también puede ser controlados por fosfatasas, una de ellas es STEPs1, que modula el estado
de fosforilacion a través de dos vias paralelas: por desfosforilacion directa del residuo de
tirosina de la subunidad GIuN2B 1472 (Braithwaite et al. 2006; Goebel-Goody et al. 2009),
e indirectamente via desfosforilacion e inactivacion de la kinasa Fyn (Nguyen et al. 2002).
Ademas, la fosfatasa STEP es diferencialmente regulada por los NMDARs sinapticos y
extrasinapticos. En condiciones de actividad sinaptica, STEPe: es ubiquitinada y degradada
via proteosoma, eliminandola de la zona sinaptica y por el contrario, la disminucion de los
estimulos sinapticos contribuye al aumento de esta fosfatasa (Paul et al. 2003; Pelkey et al.
2002; Saavedra et al. 2018; Xu et al. 2009). Por otro lado, la estimulacion extrasinaptica de

los NMDARs activa calpainas que hidrolizan a STEPs: dejando como subproducto de
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degradacion la isoforma de 33 KDa (STEP33) (Goebel-Goody et al. 2012a). La actividad de
STEPs: es regulada mediante fosforilaciones. Fosforilacion en la serina 221, realizada
mediante PKA, conforma la forma inactiva de STEPs1, mientras que su forma desfosforilada,
realizada mediante la proteina fosfatasa 1 (PP1) es la forma activa. Por lo que queda en
evidencia que el aumento de la actividad de STEPs1 se incrementa por la disminucion de la
actividad neuronal STEPs: (Braithwaite et al. 2006; Goebel-Goody et al. 2012a). Ademas,
esta fosfatasa bajo condiciones de dafio oxidativo, como fue realzado en neuronas en cultivo
utilizando peréxido de hidrogeno, han demostrado agregacion de esta proteina. Esta
agregacion impide su ubiquitinacion y la degradacion, por lo cual aumenta sus niveles. En
cuanto a su actividad, oligdmeros pequefio aumentan su actividad, mientras que con los
oligbmeros méas complejo, se ha observado una pérdida de su actividad (Deb et al. 2011).
Este mecanismo de oligomerizacion, junto con la activacion de la fosfatasa STEP modulada
a través de la actividad sinéptica son claves en la desregulacion de STEP en diversas
patologias. La desfosforilacion de la tirosina 1472 de la subunidad GIuN2B de los NMDARs
también puede ser realizada por la fosfatasa PTEN. Esta fosfatasa esta envuelta de manera
directa en los procesos de depresion a largo plazo NMDARs-dependientes (Arendt et al.
2014; Jurado et al. 2010; Qin et al. 2016) y ha sido implicada en el mecanismo patolégico de
la migrafia recurrente a través la desforforilacion de este residuo de tirosina 1472 (Qin et al.
2016). Ademas, PTEN ha sido asociada con otras neuropatologias como la enfermedad de
Alzheimer, dafios por isquemia e infartos cerebrales a través de mecanismos similares que
dependen de la actividad fosfatasa sobre los NMDARSs (Chang et al. 2007; Knafo et al. 2016;
Liu et al. 2010; Zhang et al. 2007; Zhang et al. 2013). PTEN, es un altamente conocido
protooncogén debido a su efecto sobre la via de sefializacion PIP3/Akt. En la mayoria de los

tipos de cancer se genera un fuerte incremento de ROS (Chalhoub and Baker 2009). Bajo



82
condiciones de estrés oxidativo, PTEN es capaz de translocar al ntcleo he inducir la sintesis
de componentes del sistema antioxidante, como son Nrf2 y NQO1 (Luo et al. 2018; Petersen

et al. 2018; Yamadori et al. 2012)

En el dltimo tiempo se ha dedicado un gran esfuerzo en comprender como la
desregulacion de la fosfatasa STEP contribuye a la fisiopatologia de diversos trastornos
neuroldgicos como EA, la enfermedad de Huntington, la esquizofrenia, sindrome X-fragil y
en los cambios patologicos asociados al envejecimiento (Carty et al. 2012; Cases et al. 2018;
Castonguay et al. 2018; Gladding et al. 2012; Goebel-Goody et al. 2012a; Goebel-Goody et
al. 2012b; Xu et al. 2014). En base a estos antecedentes y a otros estudios epidemiologicos
se ha considerado al dafio producido tras trauma cerebral como un evento fisiopatoldgico
cronico que posee diversos marcadores y signos comudn con otras enfermedades
neuropatoldgicas (Davis 2000b; Mollayeva et al. 2018). Entre los marcadores y signos en
comun con otras neuropatologias se encuentran estados de demencia, cuadros psicoticos,
depresion y una fuerte incidencia de otras patologias que proponen al trauma cerebral como
un factor de riesgo (Jordan 2014; Kabadi and Faden 2014). Ademas, a nivel de modelos se
han encontrado agregados anormales de proteinas como los que se encuentran presentes en
la EA (ovillos neurofibrilares y depositos amiloides) (Chen et al. 2009; Nakagawa et al. 1999;
Smith et al. 2003; Yang et al. 2015), falla en el sistema de degradacion de proteinas (Wolf et
al. 2018), neuroinflamacion y dafio oxidativo en el hipocampo de estos animales (DeWalt et
al. 2018; Hall et al. 2012; Witcher et al. 2018; Zhang et al. 2012), zona de fuerte interés
debido a que la memoria y el aprendizaje dependen de esta zona la cual es una de las mas
afectadas en este tipo de condiciones patoldgicas (Brun et al. 2002; Langston and Wood

2010; Tsien et al. 1996). En cuanto a modelos animales de trauma cerebral, existe una gran
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variedad de estos, dentro de los que se incluyen traumas encefalicos abiertos, con pérdida de
masa cortical y traumas cerrados, provocados por ondas de expansion (Nakagawa et al.
2008), impactos corticales e impactos frontales (Kilbourne et al. 2009; Xiong et al. 2013). A
pesar de existir una gran variedad de modelos la mayoria de ellos se ha limitado a informes
descriptivos de distintos tipos de dafio como dafio estructural (Gao et al. 2011), dafio
cognitivo y sinaptico y neuroinflamacion (Chen et al. 1996; Davis 2000a; DeWalt et al. 2018;
Witcher et al. 2018; Zhang et al. 2012), pero pocos trabajos han demostrado un posible
mecanismo del dafio a largo/mediano plazo producido tras el trauma cerebral. Por este motivo
hemos decidido utilizar un modelo de trauma frontal, el cual no genera dafio tisular ni
estructural para estudiar los efectos en el hipocampo y sus implicancias funcionales, teniendo
como blanco de estudio la modulacion de receptores sindpticos mediante diversas vias de
sefializacion, teniendo al estrés oxidativo como signo en comun con otras patologias. Para
poder dilucidar un posible mecanismo de dafio hemos usado una combinacion de
herramientas bioquimicas, histoldgicas, electrofisiolégicas y conductuales hemos
identificado una sefializacién rio abajo a la activacion de los NMDARs que regulan su
localizacion en sitios sindpticos o extrasindpticos bajo distintas condiciones de dafio.
Primero, hemos demostrado algunos efectos dafiinos, como el estrés oxidativo, afectan la
distribucion de los NMDARs vy la sefializacion que conlleva a este fendmeno. Inicialmente
comenzamos evaluando el efecto de la generacién de ROS a diferentes tiempos en ratones
WT y con capacidad antioxidante reducida debido a la baja expresion de la enzima SOD2.
En este modelo se observa un incremento en marcadores de dafio oxidativo en ratones WT a
los 6 meses de edad. En cuanto a los animales SOD2*", los niveles de los marcadores de dafio
oxidativo se encuentran elevados, siendo el incremento mayor a los 6 meses de edad. Sin

embargo, el dafio cognitivo solo es observable a los 6 meses de edad, sugiriendo que este
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dafio es producido por una larga exposicion y al dafio acumulativo de ROS. En cuanto a los
animales sometidos al modelo de trauma cerebral, se usaron animales jovenes, de 2 meses de
edad, edad en la cual los animales SOD2*" aun no presentan alteraciones significativas. En
los animales sometidos a trauma existe la generacion de ROS y neuroinflamacion, ambos
fendmenos presentes en el hipocampo, en donde también hemos podido observar falla a nivel
cognitivo y sinaptico. Algunos de estos efectos observados tras el trauma son similares o a
veces mas severos a los observados en los animales de mayor edad (6 meses). En cuanto a
las alteraciones en la transmision sinaptica, principalmente aquellas relacionadas con los
NMDARSs, presentes a los ratones SOD2*" de 6 meses 0 a los animales sometidos al modelo
de trauma pueden tener su origen en una disminucion de la forma sinaptica de los NMDARs
(medido por la fosforilacion en tirosina 1472 de la subunidad GIuN2B) y/o aumento en la
poblacion de NMDARs extrasinapticos (medido por la fosforilacion en tirosina 1336 de la
subunidad GIuN2B). El incremento en esta poblacion puede ser gatillado por las fosfatasas
STEP y PTEN como resultado de la inactivacion del sistema de degradacion de proteinas via
proteosoma y contribuir a la disminucién de la forma sinaptica de los NMDARs.(Gladding
et al. 2012; Hegde 2010; Xu et al. 2009; Zhang et al. 2013). Cabe destacar que, en el caso de
los animales sometidos al modelo de trauma cerebral, las consecuencias funcionales y
cognitivas se relacionan principalmente a STEP, ya que los niveles de PTEN en este caso no
se ven alterados de manera evidente. La baja actividad relacionada a los NMDARs sinapticos
induce un descenso en los niveles de la fosforilacion en CREB, blanco de la via ERK,
reduciendo la sobrevida neuronal (Hardingham et al. 2001; Hardingham and Bading 2002;
Hardingham et al. 2002). En nuestro caso, hemos encontrado una reduccion drastica de los
niveles de p-CREB en los animales SOD2*- de 6 meses de edad y en los animales sometidos

a trauma cerebral, demostrando que la sefializacion rio abajo a la activacion de los NMDARS
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Figura 30. Efectos del dafio del cronico y agudo evaluados en este trabajo sobre los
NMDARs y su regulacién a través de las fosfatasas STEP y PTEN. Esquema ilustrativo
donde se representan los cambios a nivel sinaptico bajo los modelos de dafio observados;
envejecimiento, trauma cerebral y acumulacion de ROS. Estos diferentes tipos de dafio
provocan alteraciones en dos fosfatasas, STEP y PTEN, la cuales generan un desbalance en
el estado de fosforilacion de los NMDARs. Ambas fosfatasas tienen como la fosforilacion
en la tirosina 1472 de la subunidad GIuN2B de los NMDARs, la encargada de prevenir la
endocitosis del receptor y mantenerlo en la zona sinéptica. EI aumento de ambas fosfatasas
provoca la disminucion provoca un descenso en la poblacion sinaptica de los NMDARSs, lo
que conlleva a alteraciones a nivel de respuesta sinaptica y de desempefio cognitivo. Ademas,
como consecuencia del trauma cerebral, también se observa un aumento de la fosforilacion
en la tirosina 1336 de la subunidad GIuN2B de los NMDARs, la cual enriquece a los
receptores en zonas extrasinapticas. La activacion de estos receptores conlleva a la activacion
de cascadas intracelulares pro-apoptoticas que contribuyen al dafio neuronal.
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estd alterada, estos fendmenos observados se encuentran resumidos en forma de mecanismo
en la figura 30. Variados desordenes neuropatoldgicos como la EA, la enfermedad de
Parkinson y la enfermedad de Huntington presentan disfuncion en la sefializacion rio debajo
de los receptores NMDARs y una desregulacion del estado oxidativo, sugiriendo que un
evento comun como el estrés oxidativo puede afectar el mantenimiento sinaptico y su funcion
(Carvajal et al. 2016; Kim et al. 2015b). El papel del estado oxidativo en el control de la
distribucion de los NMDARs y la sefializacién rio abajo ofrece un mecanismo que
proporciona una mejor comprension de las neuropatologias en las que la transmisién
glutamatérgica esta comprometida. Este mecanismo descrito es uno de los principales
contribuyentes en las alteraciones intracelulares de la neurona, sin embargo, existen otras
vias de sefializacion ademas de la activacion de ERK y sus moléculas rio arriba que poseen
vias de sefializacion con funciones similares que pueden impactar en el desempefio neuronal.
Es posible asociar los dafios agudos y patologias cronicas a la modificacion de los canales de
potasio ya que su forma oxidada ha sido relacionada en la disfuncion celular en diferentes
tejidos incluyendo, tejido vascular (Feher et al. 2014), musculo esquelético (Vergara and
Ramirez 1997) y cerebro (Power et al. 2002). Por ejemplo, el canal de potasio KCNB1
(Kv2.1) en su forma oxidada causa alteraciones celulares y déficit cognitivo en modelos de
trauma cerebral (Yu et al. 2016) e incrementa la excitabilidad en neuronas hipocampales en
un modelos de EA (Frazzini et al. 2016). Por otro lado, la contribucion de la tirosina kinasa
Src (encargada de varias de las fosforilaciones de los NMDARs) fue demostrada usando el
inhibidor Disatinib, el cual se encuentra rio arriba de la via de sefializacion de ERK y controla
su activacion a través de la proteina fosfatasa 2A (Hu et al. 2009). Como ya ha sido descrito,
ERK controla la fosforilacién y activacion de CREB, que, al ser un factor de transcripcion

de gran importancia, su inactivacién ha sido asociada a diversas patologias que tienen
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asociado fallas en la plasticidad sindptica y el dafio neuronal (Hardingham et al. 2001;
Hardingham and Bading 2002). La sefializacion de los NMDARs y de los canales KCNB1
han ganado protagonismo como importantes participantes en los mecanismos de plasticidad
sindptica y neurodegeneracion asociados a estado de oxidacion de la célula. En este caso nos
hemos centrado en dos efectores de la sefializacion de los NMDARs (STEP y PTEN), como
posibles blancos de intervencién ya que las diversas vias de sefializacion de sobrevida o
muerte neuronal dependen en gran medida de la localizacion de los receptores activados
sinaptica o extrasinapticamente. Cabe destacar que la actividad fosfatasa de STEP también
afecta a los AMPARSs, actividad que también regula su funcién sindptica en modelos de
sinapsis homeostaticas y en eventos neuropatologicos (Goebel-Goody et al. 2012a; Jang et
al. 2015), por lo que aumenta su importancia como blanco terapéutico para distintas

condiciones neuropatoldgicas.

Las neuronas son particularmente sensibles al dafio oxidativo debido principalmente
a su incapacidad de dividirse (Herrup and Yang 2007; Patel and Sesti 2016). Por esta razon
la bateria de mecanismos antioxidantes es amplia y diversa (Lewerenz and Maher 2011), y
el mal funcionamiento de estos componentes puede llegar a ser catastrofico para las neuronas.
Por ejemplo en las condiciones neuropatoldgicas que hemos mencionado, ademas del estrés
oxidativo y la falla sinaptica, existen alteraciones en otras maquinarias intracelulares como
alteraciones en el sistema de degradacién y autofagia (Hegde 2010; Hegde and Upadhya
2011; Inata et al. 2018; Wolf et al. 2018), alteraciones a nivel bioenergético y mitocondrial
(Bezprozvanny and Hayden 2004; Cardoso et al. 2017; Cenini and Voos 2016),
neuroinflamacién (DeWalt et al. 2018; Kokiko-Cochran and Godbout 2018), formacion de

agregados proteicos (Johnson et al. 2012; Smith et al. 1999), ademas de las regulaciones aca
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estudiadas, donde cabe destacar el aumento de la actividad de STEPe;, fosfatasa que la
actividad sinaptica, lo que establece un mecanismo neuropatolégico aun no descrito para el
dafio producido por trauma general, pero si descrito para otras enfermedades como la EA, el
Huntington y la esquizofrenia (Carty et al. 2012; Gladding et al. 2012; Goebel-Goody et al.
2012a), lo que reafirma el concepto de que el trauma cerebral debiese ser tratado como un

proceso cronico en vez de un fenémeno agudo.

Entender como los receptores de glutamato se regulan bajo condiciones de estrés
oxidativo inducido de diversas formas, proporciona las bases para entender la regulacién de
procesos tales como formacion de sinapsis, aprendizaje memoria y entender diversas
neuropatologias, abriendo oportunidades para el desarrollo de tratamientos para
enfermedades en las que la distribucion y sefalizacion de los NMDARs estan

comprometidos.
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6.- Conclusiones

El estrés oxidativo y el dafio sindptico son dos procesos fisioldgicos muy comunes en
diversas enfermedades neurodegenerativas, en este trabajo hemos establecido el papel de dos
fosfatasas, STEP y PTEN en la regulacion del estado de fosforilacion y de la ubicacién
sinéptica/extrasinaptica de los NMDARs bajo dos modelos de estrés oxidativo, estrés
oxidativo cronico, evaluado a través del envejecimiento de un modelo transgénico con baja
capacidad antioxidante, y a través del dafio oxidativo agudo, evaluado a través de un modelo
de trauma cerebral moderado. En ambos casos se observaron una desregulacion de estas
fosfatasas, que contribuyo en el incremento de la poblacion extrasinaptica de los NMDARS,
los cuales son responsables de gran parte del deterioro neuronal. Estos datos sugieren un
importante papel de STEP y PTEN en la neurodegeneracion provocada por trauma cerebral,

los que podrian ser utilizados como biomarcador o blanco farmacoldgico para combatirlo.
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