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RESUMEN: El periodo postnatal temprano se caracteriza por rapido crecimiento cerebral, posiblemente relacionado con varia-
ciones del oxigeno tisular. Esto ha motivado el estudio de protocolos que suministran diferentes concentraciones deioritgno int
tes, para observar sus efectos morfolégicos y cerebrales. Se utilizaron 52 crias de ratas Sprague Dawley, distribuitiaseroigual
cuatro grupos experimentales, Control (C, 21 )o@ipoxia Intermitente (HI, 11 %) Hiperoxia Intermitente (HOI, 30 %Je Hipoxia
Hiperoxia Intermitente (HHI, 11 % -30 %)OLos protocolos consideraron 5 ciclos de 5 minutos de dosificacion, durante 50 minutos
diarios. Se realiz6 en una camara semihermética entre los dias 5 al 11 postnatales. Las evaluaciones de crecimieat@motifisacbdn
neuronal, se realizaron en las crias macho, en el dia 28 postnatal. El peso corporal en el grupo hipoxia intermiterfereno&sd di
significativas respecto al grupo hiperoxia intermitente (HI vs HOI, p<0,01) y al grupo hipoxia-hiperoxia Intermitente (Hlps HH
0,001). La talla corporal disminuyé en el grupo hipoxia-hiperoxia intermitente con diferencias significativas respecto dehgoip
(C vs HHI, p<0,05) y respecto del grupo hipoxia intermitente (HHI vs HI, p< 0,01). El conteo neuronal en el &rea CA1 dgddipoca
aumento en el grupo hipoxia intermitente con diferencias significativas respecto a los grupos control (C vs HI; p<Opof)i@grcia
intermitente (HI vs HOI; p<0,001) y al grupo hipoxia-hiperoxia intermitente (HI vs HHI; p<0,001). Finalmente, el grupo hipoxia-
hiperoxia Intermitente disminuy6 significativamente en la cantidad de neuronas en comparacién al grupo hiperoxia intéHhitente (
HOI; p<0,001). La hipoxia intermitente mostré resultados beneficiosos en el crecimiento corporal y cantidad de neurcea€éiel a
del hipocampo, en contraste, la hipoxia hiperoxia intermitente experiment6 resultados adversos con disminucion de estanariabl
periodo postnatal temprano de la rata.

PALABRAS CLAVE: Oxigeno; Hipoxia; Terapéutica; Region CA1 del hipocampo.

INTRODUCCION

El periodo postnatal temprano es una etapa de cregiotocolos que suministran oxigeno intermitente en diferen-
miento cerebral rapido caracterizado por activa proliferges concentraciones con fines terapéuticos, permitiendo ob-
cion celular y vulnerabilidad frente a desordenes de oxigservar efectos cognitivos beneficiosos que son dependien-
nacion neonatal (Sempée al, 2013). La regulacion de ba- tes de la dosificacién (Navarrete-Opazo & Mitchell, 2014),
jas concentraciones de oxigeno tisular “hipoxia fisiologdel tiempo de exposicion aguda o crénica (Farabgal,
ca’, es importante en estos procesos tempranos del desa2@p8) y de sectores sensible a hipoxia, particularmente el
llo cerebral, para mantener la viabilidad celular (Zheing area CA1 del hipocampo (Duehal, 1999).
al., 2011), regular la actividad metabdlica y aumentar la pro-
liferacion de células troncales neurales en el hipocampo Los efectos de protocolos intermitentes de oxigeno
(Panchision, 2009). Esto ha motivado la investigacion @@mienzan a ser comprendidos, existiendo aln escasa in-
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vestigacion en el periodo postnatal temprano. Al respectéipoxia-Hiperoxia Intermitente, HHI (n=13) que recibie-
la Hipoxia Intermitente (HI) (Bouslamet al, 2015) apli- ron 5 ciclos hipoxia 11 %(de 5 min, intercalados con 5
cando un protocolo de HI 8 %®ntre los dias postnatalesciclos de hiperoxia 30 %Qle 5 min, durante 50 min. Los
P6-P10, observo incrementé de la angiogénesispyotocolos intermitentes (adaptados de Gonchar &
neurogénesis en el hipocampo, junto con mejorar la mdankovskaya, 2009), fueron aplicados los dias 5 a 11
moria espacial en roedores. Estos efectos de HI tendrfastnatales de la rata. Brevemente, las crias fueron separa-
estrecha relacion con la expresion Hif;&n condiciones das de su madre para ser ubicadas en la camara
de hipobaria (Zangét al, 2011). Por su parte, la Hiperoxiasemihermética que se encontraba conectada a oxigeno y ni-
Intermitente (HOI) ha reportado efecto neuroprotector cotiégeno, segun el protocolo a recibir (Adaptado de Dglag
tra el estrés oxidativo (Bigdedt al, 2009). En pruebas de al., 2017). Valvulas solenoides permitieron el corte rapido
memoria espacial con HOI (Kaa al, 2007) observaron de gases mediante un Controlador Légico Programable
mayor permanencia en el cuadrante de la plataforma @LC) el cual regul6 el tiempo de flujo de gases hasta alcan-
Laberinto de Agua de Morris, efecto que es dependientez las concentraciones de los diferentes protocolos inter-
la dosificacion. Finalmente, en Hipoxia Hiperoxia Intermitentes. La cuantificacion de oxigeno dentro de la cAmara
mitente (HHI), (Morkeret al, 2013) aplicando concentra-fue realizada mediante un analizador de concentracion de
ciones de hiperoxia continuas 50 %al@ 6 horas interrum- oxigeno ambiental Niusiwen, modelo CY-12C y analizador
pidas con rampas de hipoxia 12 %@ 10 minutos, entre multiparametros Hach, modelo HQ30D. La temperatura in-
los dias postnatales PO a P14, observaron reduccion tdeha de la cdmara se mantuvo mediante dos placas
peso corporal y volumen cerebral relacionado con el tanwslefactoras externas de 40 W cada una. Estas medidas per-
flo de la camada, e incremento de la densidad capilar emiéeron reducir el estrés y minimizar la manipulacion de
corteza cerebral en P14. De manera similar (Goncharl&s ratas. Posteriormente, las crias fueron mantenidas con
Mankovskaya, 2009) utilizaron 5 ciclos de 5 minutos cosu madre en condiciones ambientales controladas de tem-
10 %Q alternado por hiperoxia 30 %@iarios durante 2 peratura (22 3 °C), ciclo dia/noche de 12/12 horas, ali-
semanas, observando aumento de la enzima Mn-SOD, quentacion y aguad-libitum, hasta el dia postnatal 28 en
reduce la intensidad del proceso oxidativo mitocondriajue se procedio a la eutanasia. El protocolo de experimen-
Estos beneficios contrastan con resultados adversos repacion y sacrificio de los animales en el presente trabajo fue
tados en la literatura (Almendresal, 2014; Kanget al, aprobado por el CIECUAL-UTALCA, certificado de apro-
2019) y la necesidad de implementar tempranamente edtasion folio N 08-2019.
protocolos intermitentes en patologias pediatricas
neurolégicas. Por lo anteriormente expuesto, el propdsito  El tejido cerebral fue perfundido primero con suero
de la presente investigacion es evaluar los efectos de fis®ldgico y luego con formaldehido 4 % tamponado. Pos-
protocolos de hipoxia, hiperoxia, y de hipoxia hiperoxigéeriormente, el cerebro se extrajo del craneo y se depositd
intermitentes, sobre el crecimiento corporal ¥nunrecipiente hermético con formaldehido 4 % tamponado,
citoarquitectura hipocampal, en el periodo postnatal temara su fijacion. Los cerebros fueron deshidratados, aclara-
prano de ratas Sprague-Dawley. dos e incluidos en parafina histologica, para formar bloques
de corte. Los cortes histoldgicos fueron realizados con un
micrétomo rotatorio Microm HM325 a un grosor denh
MATERIAL Y METODO Los tejidos fueron tefiidos con tincion de Nissl, (violeta de
cresilo 0,5 %). Las muestras tefiidas fueron deshidratas, acla-
radas y montadas con un cubreobjetos embebido en medio
Animales.Se cruzaron 5 hembras de la cepa Sprague Dawly montaje Consul-Mount (Thermo Fisher Scientific).
en el bioterio de la Universidad de Talca. En el segundo dia
postnatal, 52 crias se distribuyeron al azar en 4 grupos ex-  La cuantificacién neuronal se realizé de acuerdo al
perimentales, manteniendo 7 machos cada uno (Tabla ). As&todo disector Optico (Sterio, 1984). Se seleccionan tres
los grupos quedaron conformados de la manera siguienterebros por grupo, obteniendo 4 cortes por hemisferio, ob-
Grupo Control, C (n=13), las crias fueron mantenidas éeniendo 12 imagenes por hemisferio y 24 mediciones de
camara semihermética con aire ambiental por 50 min; Grambos hemisferios cerebrales. La identificacion anatémica
po Hipoxia Intermitente, HI (n=13) las crias fueron expuese realiz6 mediante el Atlas Cerebral de Paxinos, entre
tas a cinco ciclos de hipoxia 11 %@e 5 min cada ciclo, Bregma-2.30 mmy -4.80 mm. Se identifico el are&Cdehu
intercalados con ciclos de normoxia 21 ¥@rante 50 min; ammonis- Cuerno de Amén 1 (CA1) del hipocampo en un
Grupo Hiperoxia Intermitente, HOI (n=13) las ratas recieorte coronal. Se utilizé el microscopio Leica DM1000 con
bieron 5 ciclos de hiperoxia 30 %@e 5 min, Intercalados camara incorporada para capturar imagenes del tejido cere-
con ciclos de normoxia 21 %QOpor 50 min, y Grupo bral. El programa M Shot System de Leica permitio obtener
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micrografias digitales y mediante barra de calibracion : 110+
establecio una linea de referencia der@5Mediante el pro-

grama ImageJ se generd un recuadro de medicion de 100 ab
mensiones 50x5Qm. Una vez delimitada la superficie de ¥
medicion, se procedio a contabilizar las neuronas de acu i
do alaregla de inclusién de somas de los margenes dere®

y superior (modificada segun disposicion del tejido). Log 804 }
somas neuronales deben cumplir los siguientes criteric®

soma de aspecto piramidal, presencia de un ndcleo (Wes
Gundersen, 1990). 70+

El analisis estadistico los datos fueron representac 60 T T T T
mediante su promedio y desviacion estandar. A continu o o D QD
cion, se aplico Analisis de Varianza, ANOVA de una via A A
realizdé comparacion multiple mediante el test de Tukey. Se
consider¢ significativo, p<0,05.

00

Fig. 1. Peso corporal de los grupos experimentales evaluado el dia

28 postnatal. Grupo Control (l); HOI (n): Grupo Hiperoxia Inter-

mitente; HHI (s): Grupo Hipoxia-Hiperoxia Intermitente; HI(t):

RESULTADOS Grupo Hipoxia Intermitente. Se observan diferencias estadisticas
significativas entre los Grupos HOI vs HI (a, p<0,01); y entre los
Grupos HHI vs HI (b, p<0,001).

Los datos iniciales de los diferentes grupos experi-
mentales obtenidos en el dia postnatal 4, se presentan €
Tabla I. Las variables sexo, peso, talla, temperatura y fi
cuencia respiratoria no registraron diferencias significal
vas (N.S.). —

£

Los resultados de desarrollo corporal y cuantificacié= 26
neuronal en CA1 del hipocampo fueron realizadas en 7 cr= }
macho en el dia postnatal 28, y se presentan en las Figlﬁ

1,2y3. 24

281

T

] 0

El peso corporal (Fig. 1) en el grupo hipoxia intermit
presentaron diferencias estadisticamente significativas ¢ =~ 22 T T T
el grupo hiperoxia intermitente (HI vs HOI; a, p<0,01) y \,‘o\ Q‘o\ Qgs\ D
con el grupo hipoxia-hiperoxia intermitente (HI vs HHI; b &
p<0,001), los cuales tuvieron menor peso corporal. o

Fig. 2. Talla corporal de los grupos experimentales evaluada el dia
. 28 postnatal. Grupo Control (I); Grupo HOI (n): Grupo Hiperoxia

. . . . . . : plntermitente; Grupo HHI (s): Grupo Hipoxia-Hiperoxia Intermi-
Hipoxia-Hiperoxia intermitente presentando diferencias Sigsnte; Grupo HI (t): Grupo Hipoxia intermitente. Se observan dife-

nificativas con ?' grupo (_Zontrol (Cvs HHI; a, p<0,05) y CoRencias estadisticas significativas entre los Grupos Control vs HHI
el grupo Hipoxia Intermitente (HHI vs HI; b, p< 0,01).  (a, p<0,05); y, entre los Grupos HHI vs HI (b, p<0,01).

Tabla |. Datos iniciales de grupos experimentales obtenidos el dia P4, en ratas Sprague DawleDEDROM

Grupos C HI HOI HHI Valor p
n=13 n=13 n=13 n=13
Sexo macho/hembra 7/6 7/6 7/6 7/6 N.S
Peso (gr) 11,5742,23 12,01£1,15 11,2941 ,38 12,43+0,98 p<0,524
Talla (cm) 9,41+0,63 8,86+036 9,24+0,24 9,04+0,32 p<0,098
Temperatura (°C) 36,36+0,44 36,4+0,14 36,3640,15 36,63+0,21 p<0,197
FR (r/min) 127,29+15,77 136,29+10,93 121,71+7,11 134,57+15,73 p<0,155

C: Grupo Control; HI: Grupo Hipoxia Intermitente; HOI: Grupo Hiperoxia Intermitente; HHI: Grupo Hipoxia-Hiperoxia Internfi@nferecuencia
respiratoria.
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DISCUSION

c.et

La presente investigacion proporciona informacion
relevante sobre el crecimiento corporal y citoarquitectura
del area CA1 del hipocampo, con diferencias importantes
entre protocolos de hipoxia o hiperoxia intermitentes, en
el periodo postnatal temprano de ratas.

Nlimero de neuronas

Los pesos corporales de las crias expuestas a hipoxia
intermitente mostraron diferencias significativas con res-
pecto a la exposicion a hiperoxia intermitente e hipoxia
hiperoxia intermitente. En efecto, tanto en hipoxia
(Farahanet al, 2008) como hiperoxia (Kareg al.,, 2019)
se reportan reducciones del peso corporal. En las crias con
Hipoxia Intermitente si bien se ha observado reduccion de
peso corporal (Rowt al, 2002), este efecto fue minimi-
zado en el presente estudio debido a la dosificacion de
hipoxia 11 % O2, en 5 ciclos de 5 min durante 50 min. Al
respecto, Wanet al (2018), estudiando bajas frecuencias
de hipoxia intermitente, observaron aumento de
adipogénesis subcutdnea, manteniendo el peso corporal
A Grafi . §imilar al presente estudio. Por otra parte, la administra-

. Grafico que representa el nimero de neuronas (promedia . s L .
Clon de hipoxia-hiperoxia intermitente provoco menor cre-

neuronalim?) en sujetos expuestos a protocolos intermitentes

de oxigeno, evaluadas el dia postnatal 28. B. Microfotograﬂ*«':ig_‘nlento corporal de las crias. Esta reduccion en el creci-

representativas de los grupos Control, HOI, HHI y HI, del ard®i€nto corporal ha sido estudiada (Morlegal, 2013), y
CAL1 del Hipocampo. La cuadricula representa un area de 23@8g'€laciona con la cantidad de sujetos por camada, trece
um2. Se observan diferencias significativas entre Grupos CotHjetos al igual que el presente estudio.
trol vs HOI (a, p<0,001); entre Grupos Control vs HHI (b,
p<0,001); entre grupos Control vs HI (c, p<0,05); entre Grupos La citoarquitectura de la region CA1 del hipocampo
HHI vs HOI (d, p<0,001); entre Grupos HI vs HOI (e, p<0,001)experimentd reduccidon importante en la cantidad de
y, entre Grupos HI vs HHI (f, p<0,001). neuronas en los grupos Hiperoxia Intermitente e Hipoxia-
Hiperoxia Intermitente. En efecto, dosis altas de hiperoxia
continua recibidas entre los dias postnatal P1 a P14, resul-
tan en aumento de especies reactivas de oxigeno (ROS)
La cuantificacion neuronal en el area CAl deterebral y de células apoptéticas en el hipocampo, que se
hipocampo se realizé en ambos hemisferios cerebralegserva tempranamente (Kaeigal 2019). Estos efectos
no obteniendo diferencias significativas atribuibles al hete |a hiperoxia cerebral son atribuidos al aumento de ROS,
misferio (N.S.). Los datos analizados en conjunto (Figue disminuye la enzima desacetilasa de Histona Sirt1,
3) permitieron observar disminucion significativa en alon lo cual aumenta la acetilacién de p53, que induce
numero de neuronas en el grupo hiperoxia intermiterd@optosis neuronal en el hipocampo. Por su parte, la me-
con el grupo control (C vs HOI; a, p<0,001) y en el grupgor cantidad de neuronas en hipoxia-hiperoxia intermitente
hipoxia-hiperoxia intermitente con el grupo control (Gs resultado del proceso adaptativo cerebral bifasico, en
vs HHI; b, p<0,001). Por su parte, el grupo hipoxia intefase de hipoxia aumenta la densidad capilar cerebral, mien-
mitente experiment6 aumento significativo en la cantiras que en fase de hiperoxia las enzimas antioxidantes
dad de neuronas respecto al grupo control (C vs HI;deben reducir el estrés oxidativo (Bigdatial, 2009) y
p<0,05), con diferencias significativas con el grupfbs vasos neoformados experimentan obliteracion,
hiperoxia intermitente (HI vs HOI; e, p<0,001) y con gruimpactando el desarrollo celular del hipocampo (Morken
po hipoxia-hiperoxia intermitente (HI vs HHI; f, p<0,001) et al, 2013).
Finalmente, el grupo hipoxia-hiperoxia intermitente tuvo
significativamente menor cantidad de neuronas en com-  La hipoxia intermitente de acuerdo con el presente
paracion al grupo hiperoxia intermitente (HHI vs HOlgstudio aumenté la cantidad de neuronas en CA1, del
d, p<0,001). hipocampo. Al respecto Pouré al (2006) expusieron
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crias recién nacidas a un pulso de hipoxia 100 % N2 bresint in the area CA1 of the hippocampus increased in the
de 5 min, observando gue no ocasiona apoptosis, poﬁr@rmittent hypoxia group with significant differences compared
contrario, aumento la densidad neuronal y la neurogénel8j§e control groups (C vs HI; p<0.05), to the intermittent hyperoxia
en CALl en ratas el dia 20 postnatal. Estos efectos se mfuP (HI vs HOI p<0.001) and the intermittent hypoxia-hyperoxia

tuvieron hasta la senescencia P720 (Maatial, 2012) group (HI vs HHI; p<0'001)'. Fin‘.”l”y’ th? intermittent hypoxia-
- ! héperoma group decreased significantly in the number of neurons

con aumento de_pr(_)'felnas smaps,lnas fosforiladas, Incg mpared with the intermittent hyperoxia group (HHI vs HOI;

mento en la asociacion de la proteina PSD-95 y receptoges 0o1). Intermittent hypoxia showed beneficial results in body

NMDA, ademas de aumento de células GABAergicas, C@howth and the number of neurons in the CA1 area of the

efectos que favorecen la plasticidad singptica y rendimientippocampus, in contrast, intermittent hypoxia-hyperoxia

observado en la memoria espacial en el Laberinto en€Xperienced adverse results with a decrease in these variables, in

Los efectos neuroprotectores de protocolos de hipoxia ie early postnatal period of the rat.

termitente (Farahart al, 2008; Bouslamat al, 2015) ) i

pudieran involucrar reduccién de la apoptosis mediada por . KEY WORDS: Oxygen; Hypoxia; Therapeutics; CAL

factores de crecimiento (Goldbat al, 2003), que via Redion Hippocampal.

AKT rescata las neuronas de apoptosis en el area CAL del

hipocampo, que son dependiente del tiempo y dosifica- "

cion. Estudiar los mecanismos de apoptosis @EFERENCIAS BIBLIOGRAFICA
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