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1. RESUMEN

Los ganglios basales participan en el control de la conducta motora y su lesién conduce a
trastornos como la enfermedad de Huntington y la de Parkinson. Estan formados por tres
estructuras: caudado, putamen y sustancia nigra. El caudado y el putamen, donde llegan casi
todas las conexiones aferentes, forman el nucleo estriado. Este nucleo recibe entradas de
corteza y talamo. El estriado estd constituido por dos grandes tipos de células.
Aproximadamente el 95% son neuronas espinosas medianas de proyeccién y el 5% son
interneuronas. En este nucleo se producen ciertos factores tréficos que tienen efectos
protectores sobre las poblaciones neuronales. Entre estos factores se encuentra un grupo
pequeno de proteinas, llamadas neurotrofinas, que representan a una familia de factores de
diferenciacién y sobrevivencia presentes durante el desarrollo del sistema nervioso. Su
expresidn es crucial para el establecimiento de conexiones funcionales en la red neuronal del
nucleo estriado y las alteraciones en esta expresion podria ser parte de la causa de muerte
celular en ciertas enfermedades neurodegenerativas. Con el fin de dilucidar los patrones de
expresion diferencial de las neurotrofinas en el nucleo estriado se analizé la inmunotincion
producida por anticuerpos contra las neurotrofinas, en cortes que incluian la regién dorsal-
lateral de este nucleo. Los resultados mostraron que las neurotrofinas se expresan de manera
diferencial a lo largo de las cuatro edades postnatales estudiadas. BDNF y NT-4/5 mostraron
un patrén de relacion inversa y NT-3 un patrén diferente a las dos anteriores. No se encontré
relacion entre la expresion de las neurotrofinas y marcadores de citoesqueleto
(Neurofilamentos y MAP-2). Tampoco hubo relaciéon con la expresidon de sinaptofisina. La
inmunotincion de marcadores de tipo celular (GAD y ChAT) no mostro relacion alguna con la
expresion encontrada para las neurotrofinas. El patron de distribucidn de las neurotrofinas en
esta region del estriado, contribuye en el estudio de la comparacién que pueda realizarse

posteriormente con modelos animales que presenten enfermedades neurodegenerativas.



2. ANTECEDENTES

2.1 Ganglios basales

El término ganglios basales se refiere a un grupo grande y funcionalmente diverso de nucleos
subcorticales interconectados, el caudado, putamen, globo palido, nucleo subtaldmico vy
sustancia nigra. El nucleo caudado y el putamen se desarrollan a partir de la misma estructura
prosencefalica; por ello estdn compuestos por los mismos tipos de células. Los dos nucleos
forman los componentes aferentes de los ganglios basales, y juntos, se denominan el
neoestriado o estriado. El globo pdlido deriva del diencéfalo y estd dividido en un segmento
externo y uno interno. El ndcleo subtaldmico yace por debajo del tadlamo en su punto de unién
con el mesencéfalo. La sustancia nigra se encuentra en el mesencéfalo y tiene dos zonas; una
zona palida ventral, la pars reticulata (o zona reticular), que se parece citolégicamente al globo
palido. Una zona pigmentada dorsal, la pars compacta, cuyas neuronas son de naturaleza
dopaminérgica. El globo pélido y la zona reticular de la sustancia nigra son los nucleos que

proporcionan la principal salida de los ganglios basales.

2.1.1 Aferencias y eferencias de los ganglios basales

Casi todas las conexiones aferentes de los ganglios basales llegan al neoestriado. Este recibe
entradas principalmente de dos fuentes: la corteza cerebral y los nucleos intralaminares del
tdlamo. Cada d4rea de la corteza proyecta a una region distinta del neoestriado, y se ha
sugerido que cada una participa en una funcidn conductual especifica. La via eferente
principal de los ganglios basales surge del segmento interno del globo palido y de la zona
reticulada de la sustancia nigra. Estas vias terminan en varios nucleos del tdlamo, que a su vez
proyectan sobre varias areas corticales: la corteza prefrontal, la corteza premotora y el area
suplementaria. Mediante estas proyecciones los ganglios basales influyen sobre otros sistemas
descendentes, tales como el sistema corticoespinal; ademas intervienen en el control de los
movimientos oculares. Los ganglios basales no tienen acceso directo a las motoneuronas de la
médula espinal, sin embargo, se conoce su participacidn en estas estructuras en el control de
diferentes aspectos de la conducta motora (Albin et al., 1989). Lesiones de los ganglios basales

en humanos, conducen a varios tipos de trastornos que van desde la hipocinecia, como la



enfermedad de Parkinson, hasta la hipercinecia como las coreas. Un gran numero de
trastornos degenerativos, incluyendo la enfermedad de Huntington y la de Parkinson, estan

asociadas con cambios quimicos y estructurales en esta regién (Cicchetti et al., 2000).

2.2 El nucleo estriado

El estriado no es una estructura homogénea con respecto a su organizacién interna o a sus
conexiones aferentes y eferentes. Respecto a su organizaciéon interna, el ndcleo estriado esta
conformado por dos compartimentos, los estriosomas o parches que forman “islas” de células
y la matriz, que se compone de las regiones circundantes a estas islas (Ver esquema 1 en el
anexo 1). Su heterogeneidad anatdomica se refleja en la heterogeneidad funcional. Partes
especificas del estriado muestran marcada vulnerabilidad diferencial a distintos tipos de

lesiones (Mitchell et al., 1999)

El nucleo estriado es el componente mas grande y la principal estructura receptora de los
ganglios basales. Recibe entradas masivas de toda la corteza cerebral; varios nucleos
taldmicos, principalmente el complejo nuclear parafascicular; la sustancia nigra pars compacta
y varios nucleos menores mesencefalicos (Parent y Hazrati, 1995) (Fig. 1). Por el contrario, el
cuerpo estriado proyecta solamente al globo palido interno y a la sustancia nigra reticulata. El
segmento interno del Globo palido y la sustancia reticular son las estructuras por medio de las
cuales la informacién estriatal se proyecta a la corteza cerebral via un relevo en el tdlamo (Fig.

1), cerrando asi el llamado circuito cortico-estriato-palido-talamo-cortical (Parent et al., 1995).

Las disfunciones del estriado estan asociadas casi siempre con trastornos del movimiento
(Mitchell et al., 1999) como la enfermedad de Parkinson, en donde de manera indirecta se ve
afectado el estriado por la disfuncién que se presenta en la sustancia nigra, y la llamada
enfermedad de Huntington, asociadas a temblor de reposo y movimientos coreicos
respectivamente. De manera similar, las lesiones estriatales también se asocian a
padecimientos como la distonia y los tics motores que se presentan en pacientes con el

sindrome de Tourette (Salloway y Cummings, 1996).
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Fig. 1. Conexiones aferentes y eferentes principales de los ganglios basales (Modificado de
Salgado,2006). El estriado o neoestriado es el principal nucleo a donde llegan las aferencias
glutamatérgicas de la corteza y el talamo. El neoestriado envia parte de sus proyecciones
gabaérgicas al globo palido interno (GPi) y la sustancia nigra reticulata (SNr), que son los
nucleos de salida de los GB. De esta manera, el resultado de sus operaciones regresa a la
corteza motora via el talamo, o se dirige a las vias descendentes del tallo cerebral como los
nucleos pedunculo pontinos (PPN) y el tectum. La otra parte de las eferencias GABAérgicas del
neoestriado se dirigen al globo palido externo (Gpe) que a su vez proyecta al nucleo
subtalamico (NST). El nucleo subtalamico proyecta hacia los nucleos de salida (GPi y SNr). La
sustancia nigra compacta (SNc) contiene a las neuronas dopaminérgicas que proyectan hacia
el neoestriado regulando su actividad.

2.2.1 Neuronas del nucleo estriado

En monos y humanos el 95% de las neuronas estriatales son neuronas de proyeccién y solo el
5% son interneuronas. Las neuronas estriatales de proyeccién son neuronas de tamafio
mediano y con espinas abundantes (neuronas espinosas medianas), presentan envoltura

nuclear lisa, cuerpo celular ovalado o redondo y utilizan al acido y-amino butirico (GABA) como



neurotransmisor principal. Estas neuronas tienen propiedades electrofisioldgicas poco
usuales, pues muestran niveles muy bajos de disparo espontaneo y mantienen un estado
hiperpolarizado cuando se les registra in vitro. Registradas in vivo disparan fasicamente en
respuesta a las entradas excitatorias de la neocorteza (Kawaguchi, 1997). Estos disparos
fasicos suprimen la actividad de las neuronas en las estructuras salientes de los ganglios
basales, que en contraste con las neuronas espinosas medianas de proyeccidn, tienden a
disparar continuamente. Las interneuronas estriatales han sido identificadas con base a sus
caracteristicas morfoldgicas y de su tincion histoquimica (Kawaguchi et al., 1995; Kawaguchi,
1997). Tienen dendritas lisas, una envoltura nuclear con un marcado borde sinuoso, cuerpo
celular de tamafio mediano a grande y axon corto (DiFiglia y Aronin, 1976; Fox et al., 1971;

Parent, 1996).

Neuronas de proyeccion

En monos, se han observado dos tipos de neuronas espinosas estriatales de proyeccion
(DiFiglia y Aronin, 1976). Las neuronas espinosas tipo | de, presentes abundantemente, tienen
un soma liso y dendritas proximales que se llenan de espinas en su regién distal; las dendritas

se distribuyen dentro de un espacio esférico de cerca de 200 pm? (DiFiglia y Aronin, 1976).

Las células espinosas estriatales tipo Il comUnmente son neuronas mas grandes con dendritas
espinosas que se extienden 600 um desde el soma. Los axones de las neuronas espinosas Il son

largos y producen colaterales cerca del soma.

Como ya se menciond, virtualmente todas las neuronas espinosas medianas utilizan GABA
como su principal neurotransmisor (Oertel y Mugnaini, 1984), son inmunoreactivas a
proteinas unidoras de calcio: calbindina y calretinina (CR) (Fig 2), y también expresan algunos
péptidos neuroactivos, como la sustancia P (SP), encefalina (ENK), dinorfina (DYN) vy
neurotensina (NT) (Graybiel, 1990; Guevara-Guzman et al., 1993). No todos estos péptidos se
encuentran en cada una de las neuronas espinosas, sino que estan contenidas en subgrupos

particulares de neuronas estriatales de proyeccion.



Interneuronas

Las interneuronas del estriado se pueden agrupar en dos grandes categorias de acuerdo con el
diametro de sus células: las interneuronas medianas no espinosas y las interneuronas gigantes

no espinosas (DiFiglia y Aronin, 1976).

Las interneuronas medianas a su vez se dividen en tres subcategorias con base en su contenido
neuroquimico. El primer tipo muestra intensa inmunorreactividad para GABA y/o para la
enzima que lo sintetiza, acido glutamico-descarboxilasa (GAD) y también contienen la proteina
unidora de calcio parvalbumina (PV) (Cowan et al.,, 1990; Kubota y Kawaguchi, 1993;
Kawaguchi, 1997). El segundo tipo muestra inmunorreactividad para somatostatina (SOM)
(Desjardins y Parent 1992), neuropéptido Y (NPY) (Smith y Parent, 1986), y contiene la enzima
nicotinamida adenina dinucleotido fosfato-diaforasa (NADPH-d) u oxido nitrico sintetasa
neuronal (Nnos) (Kawaguchi et al., 1995), pero no expresa mRNA codificante para GAD
(Chesselet y Robbins, 1989). Las interneuronas gigantes son colinérgicas y por tanto muestran
inmunorreactividad para la Acetilcolina-transferasa (ChAT), la enzima que sintetiza la
acetilcolina. Estas neuronas tienen un soma grande y darboles dendriticos extensamente
distribuidos, reciben entradas dopaminérgicas directas y forman la mayoria de sus contactos
sindpticos con las neuronas espinosas medianas (Kawaguchi et al.,, 1995) (Fig. 3). En los
humanos, una proporcién significativa de estas neuronas gigantes colinérgicas, expresan

también calrretinina (CR) (Kimura et al, 1980; Holt et al, 1997; Ciccheti et al, 1998).

Fig. 2. Microfotografia de una neurona espinosa mediana CR+. Escala 50 um, aumento en el
recuadro 15 um. (Tomado de Cicchetti et al., 2000)



Fig 3. Tipica interneurona gigante ChAT+. Escala: 30 um. (Tomado de Cicchetti et al., 2000)

La sobrevivencia neuronal de las células estriatales depende de la presencia de ciertos
factores tréficos que tienen efectos protectores sobre las poblaciones neuronales (Alberch et
al., 2004). A continuacién se menciona el papel que desempefian los factores neurotréficos, y

en especial las neurotrofinas, en el nucleo estriado.

2.3 Factores neurotroficos

Los factores neurotréficos son proteinas presentes, de manera natural, en el sistema nervioso,
que promueven la supervivencia de poblaciones neuronales especificas, estimulan su
diferenciacién morfoldgica y regulan la expresién de los genes neuronales a través de la
interaccion con receptores celulares especificos (Huang y Reichardt, 2001). Las neurotrofinas
han mostrado un potente efecto neuroprotector en diferentes poblaciones neuronales

(Alberch et al., 2004).

Aunque los factores neurotrdéficos tienen una funcidn clave durante el desarrollo, también se
requiere de su presencia en el cerebro adulto para el mantenimiento de la funcién neuronal y
su fenotipo (Cooper et al. 1996). Algunos estudios han mostrado que los factores neurotroéficos
(las neurotrofinas, los miembros de la familia del factor neurotréfico de células gliales y los
factores neurotréficos ciliares) tienen la capacidad de proteger a las neuronas, enfermas o
dafadas, de morir; inducen la aparicion de diferentes poblaciones neuronales e incrementan

su metabolismo y funcidon (Alberch et al, 2004). Estos efectos neuroprotectores han sido



probados en varios modelos de animales con trastornos neuroldgicos como la neuropatia
diabética (Apfel, 1999), la neuropatia téxica (Apfel, 1996), la enfermedad de Alzheimer (Hefti,
1994), la enfermedad de Parkinson (Alexi et al., 2000) y la enfermedad de Huntington (Alexi
et al., 2000 y Alberch et al., 2002).

2.3.1 Las neurotrofinas

El término neurotrofina se refiere a un grupo pequefio de proteinas diméricas que representan
a una familia de factores de diferenciacidon y sobrevivencia presentes y activos de manera
importante durante el desarrollo del sistema nervioso en los vertebrados (McAllister et al.,
1995; McAllister y Katz, 1999). Estos factores tréficos son activos en diferentes grupos de
neuronas durante el desarrollo embrionario y en algunos casos la duracion de su actividad esta
restringida a un periodo especifico. Los factores que pertenecen a la familia de las
neuotrofinas son: el factor de crecimiento nervioso (NGF), el factor neurotréfico derivado del
cerebro (BDNF), la neurotrofina 3 (NT-3) y la neurotrofina 4/neurotrofina 5 (NT-4/5). Estos
factores ejercen sus efectos a través de dos clases de receptores, receptores de alta afinidad a
tirosina cinasa (receptores Trk) y un receptor de menor afinidad, p75 (Chao, 1994). El receptor
TrkA fue el primer miembro de la familia de los receptores Trk descrito (Martin-Zanca et al.,
1986; Kaplan et al., 1991). A éste se une especificamente el NGF (Hempstead et al., 1991; Klein
et al., 1991a). BDNF y NT-4/5 acttan sobre el receptor TrkB (Berkemeier et al., 1991; Klein et
al., 1991b, 1992; Soppet et al., 1991; Squinto et al., 1991), y TrkC se une a NT-3 (Lamballe et
al., 1991).

Distribucidn de las neurotrofinas y sus receptores en el ntcleo estriado.

El NGF se ha localizado en el estriado, y se han detectado altos niveles de su mRNA entre el dia
postnatal 2 y el dia postnatal 30 (Mobley et al.,, 1989). El incremento del NGF y el de su
afinidad de unién, coincide con la diferenciacion neuroquimica colinérgica (Mobley et al.,

1989; Pérez-Navarro y Alberch, 1995).

La expresién de BDNF en el estriado se ha descrito utilizando Northern blot (Hofer et al., 1990)

0 con una prueba de proteccidon de RNasa (Canals et al., 1998; Checa et al., 2000), pero no por



hibridacion in situ (Hoefer et al., 1990). Los niveles de mRNA®™™ en el estriado incrementan en
la tercera semana postnatal, cuando alcanza su maximo (Checa et al., 2000). La presencia de
BDNF en el nucleo celular es controversial debido a la baja especificidad a los anticuerpos
disponibles. Sin embargo el BDNF es detectado en el estriado por la técnica de ELISA a una
concentracién de 7ng por gramo de tejido (Yurek y Fletcher-Turner, 2001). Ademas, se ha
mostrado que los niveles de BDNF en el estriado disminuyen a la mitad en ratas viejas (Katoh-

Semba et al., 1998).

La expresion de NT-3 estd regulada diferencialmente en el estriado y en sus areas de conexion

durante el desarrollo. Los niveles de mRNAN"3

permanecen constantes durante el desarrollo
postnatal en el estriado, al mismo tiempo, una disminuciéon o un aumento se observa en la
corteza y la sustancia nigra, respectivamente (Checa et al.,, 2000). En el cerebro adulto, la
expresion de NT-3 puede detectarse en estas tres estructuras cerebrales: estriado, corteza y
sustancia nigra (Hohn et al., 1990; Canals et al., 1998; Checa et al., 2000). Los niveles de NT-3

en el estriado y en las otras dos estructuras son similares, mostrando alrededor de 3.5y 4 ng

por gramo de tejido, respectivamente (Yurek y Fletcher-Turner, 2001).

El mRNA de NT-4/5 en el cerebro se expresa en mucho menor grado que cualquier otra
neurotrofina (Ibafiez, 1996). Los andlisis con Northern bloth muestran que NT-4/5 no se
expresan en el cerebro humano adulto o fetal (Ip et al., 1992), sin embargo en el cerebro de
rata adulto si esta reportado (Berkemeier et al., 1991). Utilizando la prueba de proteccién de
RNAasa, se ha demostrado que NT-4/5 se expresa en el cerebro de la rata durante el desarrollo

embrionario y aun mas durante estadios postnatales (Timmusk et al., 1993). En la rata adulta,

se han detectado niveles similares de mRNAY™° en el estriado y la corteza (Timmusk et al.,
1993).
El gen de p75"™" estd ampliamente expresado en una gran variedad de poblaciones celulares

durante las etapas tempranas del desarrollo del sistema nervioso central. En los ganglios

APMRT ge ha detectado en el estriado en desarrollo (Mobley et al., 1989; Koh y

basales, el mRN
Higgins, 1991), pero la expresidn por hibridacion in situ o por medio de inmunohistoquimica

en el adulto es casi nula (Holtzman et al., 1992).

El gen de TrkA se expresa en algunas estructuras bien definidas del sistema nervioso central,
mientras que los genes de TrkB (Klein et al., 1990) y TrkC (Lamballe et al., 1994) estan

ampliamente expresados en todo el sistema.



El inicio de la expresidén del gen TrkA se lleva a cabo durante las etapas tempranas de la
neurogénesis (entre los dias 7.5 y 9.5 embrionarios) (Klein et al., 1990; Barbacid, 1994). En los

ganglios basales mRNA™™

estda confinado a las poblaciones neuronales colinérgicas del
estriado (Hotzman et al., 1992; Fagan et al., 1997). En este nucleo, los niveles de TrkA
incrementan durante el desarrollo postnatal, y son altos desde la segunda semana postnatal

hasta la adultez (Ringstedt et al., 1993).

Los niveles de mRNA™®

aumentan durante las etapas embrionarias estriatales hasta el dia
embrionario 20, y después disminuyen gradualmente en el desarrollo postnatal (Jung y
Bennett, 1996). La inmunohistoquimica para TrkB revela que las células y las fibras positivas
para Trk empiezan a aparecer en parches en el dia embrionario 19, donde el receptor a TrkB se
localiza en la superficie de las neuronas estriatales de proyeccion (Costantini et al., 1999). Esta
distribucidon persiste hasta el dia postnatal 14, cuando se hace progresivamente mas
homogénea (Costantini et al., 1999). Ambas, la isoforma completa y la truncada del receptor a
TrkB estdn uniformemente distribuidos en las neuronas espinosas medianas, mientras que las

interneuronas gigantes soélo expresan la isoforma completa de TrkB (Yan et al., 1997,

Costantini et al., 1999).

La expresidon de TrkC se detecta en el primordio estriatal el dia embrionario 16, alcanzando los
niveles maximos dos dias después (Jung y Bennett, 1996). Los niveles altos de mRNA de TrkC
observados en el dia embrionario 18 permanecen constantes hasta la primera semana

postnatal, cuando empiezan a disminuir los niveles (Jung y Bennett, 1996; Checa et al., 2001).

TrkC TrkB

En el estriado adulto, la distribucién celular de mRNA'™ es similar al de mRNA™ (Merlio et

al., 1992).

Implicaciones funcionales de las neurotrofinas en el estriado

Los patrones de regulacion en el desarrollo del mRNAY®" y de la proteina NGF sugieren que el
NGF regula el desarrollo de las neuronas colinérgicas del estriado (Mobley et al., 1989). De
hecho la administracion intracerebroventricular del NGF incrementa el tamafio celular y
promueve la diferenciacion neuroquimica de las neuronas colinérgicas del estriado (Hagg et
al., 1989; Vahlsing et al., 1991). La inyeccién de NGF durante el desarrollo prenatal incrementa
especificamente el nidmero de neuronas colinérgicas en el compartimiento matricial del

estriado pero no en los estriosomas, lo que sugiere que el NGF estad involucrado en la



maduracién diferencial de estos compartimientos (Van Vulpen y Van der Kooy, 1999).
Experimentos in vitro muestran que el NGF especificamente induce la actividad de ChAT vy
promueve la supervivencia de las neuronas colinérgicas estriatales (Mobley et al., 1985; Abiru

et al., 1996).

El BDNF estd presente en el estriado, pero los bajos niveles de mRNA®"™ han llevado a buscar
otras fuentes de esta neurotrofina para el estriado (Altar et al., 1997). La hipdtesis del
transporte anterdgrado en la via corticoestriatal estd basada en la ausencia de expresion de
esta neurotrofina en el estriado y en otras evidencias indirectas (Sobreviela et al., 1996).
Aunque debe considerarse el transporte anterdgrado, la presencia y regulacién diferencial de
la expresion de BDNF en el estriado después de diferentes tipos de lesiones (Canals et al.,
1998), sugieren una accion local de esta neurotrofina en las neuronas estriatales. De hecho, el
BDNF es un potente factor de supervivencia para las neuronas del estriado (Ventimiglia et al.,
1995). Ademas induce la diferenciacion de neuronas positivas a GABA (Ventimiglia et al.,
1995), a calbindina (Ventimiglia et al., 1995; Ivkovic and Ehrlich, 1999) y a DARP-32 (Nakao et
al., 1995; Ehrlich, 1999).

NT-3 tiene también efectos neurotréficos en neuronas del estriado, de la corteza y de la
sustancia nigra. NT-3 incrementa el nimero de neuronas positivas a GABA y calbindina en los
tejidos estriatales (Ventimiglia et al., 1995). Esta neurotrofina también promueve la
supervivencia y diferenciaciéon de neuronas positivas a DARP-32, aumentando el tamafio de las

neuritas y el drea del soma (Nakao et al., 1996).

NT-4/5 comparte varios efectos neurotréficos con BDNF pues también actia sobre TrkB. NT-
4/5 incrementa la supervivencia y diferenciacién de neuronas positivas a GABA, calbindina y

calrretinina en cultivos estriatales (Ventimiglia et al., 1995).

Las neurotrofinas como factores de diferenciacidén y supervivencia y por su participacién en el
desarrollo de las poblaciones neuronales estan estrechamente relacionadas con los cambios
en el citoesqueleto. Es por esto que las proteinas que conforman el citoesqueleto pueden
utilizarse como marcadores que asocien el desarrollo neuronal con las neurotrofinas presentes

en las diferentes etapas del desarrollo.



2.4. El citoesqueleto

El citoesqueleto consiste en una red de filamentos proteicos que se extiende a través de todo
el citoplasma de las células eucariontes. El citoesqueleto provee de un marco estructural a la
célula, actuando como guias que determinan la forma y organizacién general del citoplasma.
Ademas, el citoesqueleto es responsable de los movimientos celulares, no solamente de los
movimientos de toda la célula, también del transporte interno de organelos y otras estructuras

a través del citoplasma.

Los neurofilamentos son proteinas del citoesqueleto neuronal que constituyen a los
denominados filamentos intermedios. Estas proteinas filamentosas tienen un didmetro entre 8
y 10 nm y se anclan a una red submembranal de actina y a los microtubulos. Los
neurofilamentos representan una familia de heteropolimeros de proteinas conformados por
una subunidad ligera, una mediana y una pesada y se ha propuesto que estos, y en general los
filamentos intermedios proveen a las neuronas de estabilidad estructural, ademas de servir de
rieles que guian el transporte de organelos a través del citoplasma somadtico, dendritico y

axonal (Thomas et al., 2001).

Los microtubulos, polimeros de forma cilindrica compuestos por a y B-tubulina, son uno de los
componentes principales del citoesqueleto neuronal, y asociados a estos existen numerosas
MAPs (proteinas asociadas a microtubulos), incluida MAP-2, que es la mas abundante en el
cerebro (Jonson y Jope, 1992). MAP-2 es una proteina estable al calor y se han identificado
varios dominios funcionales en ella (Kindler et al., 1990; Lee et al., 1988). En el cerebro adulto,
MAP-2 estda altamente concentrada en dendritas y virtualmente ausente en los axones.
(Bernhardt y Mathus, 1984; De Camilli et al., 1984; Kosik y Finch 1987). La expresion de MAP-2
coincide con el crecimiento y las ramificaciones neuriticas en diferentes lineas celulares
(Ferreira et al., 1990) y en cultivos primarios (Chamak et al., 1991; Ferreira et al., 1989). Las
neuronas estriatales o mesensefalicas de rata, crecidas en cultivos bajo distintas condiciones,
exhiben ramificaciones dendriticas diferenciales (Chamak et al., 1987). Por lo tanto, existe
evidencia abundante de que MAP-2 juega un papel importante en el desarrollo y la expresién
de la morfologia dendritica que podria estar regulada por la expresion de los factores

neurotroficos.



3. JUSTIFICACION

La expresion de las neurotrofinas es crucial para el establecimiento de conexiones neuronales
para el funcionamiento adecuado de la red neuronal presente en el nucleo estriado. Las
alteraciones en la expresién de neurotrofinas durante el desarrollo, podrian ser parte de la
causa de la muerte celular vista en ciertas enfermedades neurodegenerativas como la
enfermedad de Huntington, Parkinson u otras alteraciones que afecten el funcionamiento de

los ganglios basales.

Si bien en estudios previos se ha mostrado la presencia del RNA mensajero de las
neurotrofinas usando técnicas de hibridaciéon o determinacién de la presencia de sus
receptores, este trabajo intenta visualizar la expresién in situ normal de las neurotrofinas
(presencia de la proteina) a lo largo del desarrollo y serda un marco de referencia para estudios

posteriores en los que se evaluardn cambios en su expresion en condiciones patoldgicas.



4. HIPOTESIS

> Existe una expresion espacio-temporal diferente de las distintas neurotrofinas en la
regidn dorsal-lateral del estriado y ésta se relaciona con la maduracién de las distintas

poblaciones celulares de este nucleo.



5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

» Dilucidar los patrones de la expresion diferencial de las neurotrofinas en la region dorsal-
lateral del ndcleo estriado en cerebros de ratones en edades postnatales (10, 14, 21, 42 y 80

dias).

5.2 Objetivos particulares

l. Describir el patrén de expresién temporal de las neurotrofinas y su relacion con la
maduracién morfoldgica de las neuronas en el estriado de ratén durante el desarrollo

postnatal.

Il. Describir el patréon de distribuciéon de marcadores sinapticos de citoesqueleto axonal y

dendritico.

M. Establecer posibles relaciones del patron de distribucidon de las neurotrofinas con los

marcadores de sinapsis y de citoesqueleto dendritico y axonal.



6. METODO

6.1 Preparacion

Se utilizaron ratones machos de la cepa C57 BL6 de 10, 21, 42 y 80 dias de nacidos. Los
animales se perfundieron intracardialmente con una solucién salina (NaCl 0.15 M) seguida de
una solucion de paraformaldehido (4%) en amortiguador de fosfatos (pH 7.4, 0.1 M). Los
cerebros se disecaron y postfijaron en la misma solucién de paraformaldehido por dos horas a
temperatura ambiente. Posteriormente fueron crioprotegidos en una solucién de sacarosa
(30%) para ser congelados en metil butano, posteriormente se preservaron a -20 grados
centigrados hasta su corte y procesamiento. El tejido congelado se colocd en un cridstato y se
cortaron rebanadas cerebrales coronales de 30um de espesor. Los cortes que incluian la
regidn estriatal se colectaron en una soluciéon amortiguadora de fosfatos (NaH,PO, y Na,HPQ,,

0.1Ma pH 7.4).

6.2 Protocolo experimental

6.2.1 Inmunocitoquimica

Se incubaron los cortes en suero de bloqueo que contiene 3% de albumina bovina y 0.3% de

tritén x-100 en amortiguador de fosfatos durante veinticuatro horas a 4 2C.

Se incubaron los cortes con anticuerpos primarios dirigidos contra las neurotrofinas: BDNF, NT-
3 y NT-4/5; contra algunos marcadores de sinapsis y de citoesqueleto dendritico y axonal:
sinaptofisina, neurofilamentos y MAP-2 y contra marcadores de tipos celulares: GAD y ChAT
diluidos 1:1000 en suero de bloqueo (1 ul de anticuerpo en 999 del amortiguador diluyente).

Se mantuvieron en agitacion los cortes durante toda la noche a 4 °C.

Se realizaron tres lavados de quince minutos cada uno con solucién amortiguadora de fosfatos
con tritdn (PB-triton) al 0.3 % a temperatura ambiente y en agitacidon. Posteriormente se
incubaron los cortes con anticuerpos secundarios conjugados a biotina diluidos 1:500 en suero
de bloqueo (1 pl de anticuerpo en 499 pl del amortiguador diluyente), durante dos horas a
temperatura ambiente y en agitacién. Se realizaron tres lavados de quince minutos cada uno

con solucién PB-tritdn a temperatura ambiente y en agitacion.



Después de los lavados se incubaron durante una hora en una solucion del complejo avidina-
peroxidasa (ABC Kit de Vector) con PB-tritén (2.5 ml de Ay 2.5 ml de B por cada 995 ml de
amortiguador diluyente) a temperatura ambiente y en agitacidn. Se repitieron los tres lavados
de quince minutos cada uno, con PB-tritdn a temperatura ambiente y en agitacion. Finalmente
se revelé la actividad de peroxidasa utilizando el kit de DAB (diaminobencidina, Vector)

siguiendo las instrucciones del proveedor.

6.2.2 Andlisis de la inmunotincién producida por las neurotrofinas.

Para analizar los resultados se tomaron fotografias de la regiéon dorsal-lateral del nucleo
estriado con un microscopio de luz Nikon acoplado a una cdmara digital. Los valores de
iluminacion y contraste se mantuvieron fijos durante la captura de todas las imagenes. Se
capturaron areas de la regién dosal-lateral de 252 umz. El nimero de células inmunorreactivas
a las distintas neurotrofinas se determind por densitometria, mediante la deteccion de la
marca con ayuda del programa Image J, definiendo el umbral de la intensidad de tincién y
manteniéndolo fijo para todas las imagenes con inmunotincion para la misma neurotrofina y
de la misma edad. Para la comparacion estadistica de la expresion de cada neurotrofina en las
distintas edades, los datos obtenidos se promediaron por grupos de edades por cada
neurotrofina y se compararon mediante un analisis de varianza ANOVA con un nivel de

significancia minimo de p < 0.05.

Para contrastar la expresién de las tres neurotrofinas en la misma edad, se compararon los
promedios con una prueba de anilisis de varianza Post Hoc de Bonferroni con un nivel de

significancia minimo de p < 0.05

6.2.3 Anadlisis de la tincion por inmunorreactividad a marcadores de citoesqueleto y sinapsis.

Con el fin de hacer un correlato del desarrollo morfoldgico de las células y de la expresion de
las neurotrofinas, se emplearon marcadores de dendritas (MAP-2), de axones
(neurofilamentos, NF) y de las sinapsis (sinaptofisina, SIN). Se capturaron imagenes de la
misma regiéon como se describié anteriormente. Las diferencias en la expresion de los
marcadores de dendritas, axones y sinapsis en las distintas edades se estimaron estableciendo

un umbral de intensidad de la marca para eliminar el fondo y determinando el area total



marcada con el programa Image J. Para la comparacion estadistica de cada marcador en las
distintas edades, los datos obtenidos fueron promediados por grupo de edades por cada
marcador y sometidos a una prueba de analisis de varianza con un nivel de significancia

minimo de p < 0.05.

6.2.4 Analisis de la tincidén producida por inmunorreactividad a dos marcadores de tipos

celulares.

Con el fin de identificar la presencia y maduracion de los distintos grupos neuronales, se
utilizaron marcadores para la Acetilcolina-transferasa (Chat), presente en las interneuronas
colinérgicas; y para la enzima descarboxilasa del acido glutdmico (GAD), presente en las
interneuronas GABAérgicas y en las células GABAérgicas espinosas medianas. Se realizé el
mismo procedimiento antes descrito para la captura de las imagenes. El nimero de células
positivas a los diferentes marcadores celulares se determind realizando el conteo de las
mismas, igual al descrito para las neurotrofinas. El andlisis estadistico se llevd a cabo
igualmente, comparando los promedios de los grupos de edades con un analisis de varianza

con nivel de significancia minimo de p < 0.05.



7. RESULTADOS

7.1 Deteccion de BDNF

Para evaluar si existe una expresién diferencial del factor neurotréfico derivado del cerebro
(BDNF) en el desarrollo postnatal, se determind el promedio de células marcadas por
inmunorreactividad en ratones de 10, 21, 42 y 80 dias postnatales. Se eligieron tales edades
por ser éstas donde puede observarse el desarrollo de la enfermedad de Huntington en el
modelo transgénico en ratones (presintomadticos y sintomaticos fisioldgicos y conductuales)
con los que pretende compararse en estudios posteriores. Nuestros resultados muestran que
en los cerebros de ratones de 10 dias de edad, se detecta el mayor nimero promedio de
células marcadas en comparacién con las demds edades (178 + 20 células) como muestra la fig
4 a. La inmunotincién se presenta esencialmente en somas pequeos (fig 5 a). Hacia el dia 21,
la marca disminuye considerablemente, en un 80.3% (36 + 14 células). La marca continda
presentandose principalmente en los somas aunque también en neurdpilo (fig 5 b). En el dia
42 vuelve a aumentar la marca, dando un promedio de células tefidas igual a 80 + 23 células
(fig 5 c). Hacia el dia 80 postnatal, la marca disminuye considerablemente a solo el 12% de la

inicial (23 19 células)(fig 4 d).

7.2 Deteccion de NT-3

Los cerebros de ratones postnatales no mostraron diferencia significativa en la expresién de la
neurotrofina 3 a lo largo de las cuatro edades. El nimero promedio de células positivas a NT-3
oscila entre 90 y 117 siendo su pico maximo de expresién hacia el dia 21 con 155 + 19 células
marcadas (fig 4 b). La inmunotincion es esencialmente neuropilar en los primeros dias
postnatales (10 y 21) como se ve en los paneles a y b de la figura 6 y después se observa en

somas de tamanfo pequefo y grande hacia los 80 dias de edad (Fig 6 cy d).
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Fig. 4. Numero promedio de células positivas a BDNF, NT-3 y NT-4/5 a lo largo del desarrollo
postnatal. Las graficas ilustran el numero de células marcadas por inmunorreactividad a (a)
BDNF, (b) NT-3 y (c) NT-4/5. Se encontraron diferencias significativas entre la expresion de
BDNF y NT-4/5 en distintas edades. ANOVA p<0.000002 y p<0.001 respectivamente. Para NT-
3 no se encontraron diferencias significativas entre las fluctuaciones ocurridas a lo largo de las
4 edades. En el panel (d) se muestra la relacion de la expresion de las tres neurotrofinas en
cada edad. Se observa una relacion inversa entre el BDNF y la neurotrofina 4/5 mientras que
NT-3 presenta un patrén de tincion diferente. Notese que en el dia 42 postnatal, las tres
neurotrofinas se presentan expresadas en un numero de células muy similar.



7.3 Deteccion de NT-4/5

No se detectd inmunorreactividad para la neurotrofina 4/5 en el dia postnatal 10, sin embargo
hacia el dia 21 se observd el pico maximo de células tefidas (234 + 30 células). En los
cerebros de ratones de 42 dias postnatales, la marca disminuye en un 58% (98 + 21 células)
para después volver a incrementarse pero no significativamente (144 + 28 células) (Fig 4 c). La

marca se encuentra en neurépilo y somas predominantemente pequefios (fig 7).

7.4 El BDNF y la neurotrofina 4/5 muestran un patrén de relacién inversa a lo largo

de las edades estudiadas en la region dorsal-lateral del nucleo estriado.

Los resultados mostraron una clara relacidn inversa entre la expresion de BDNF y la de NT-4/5.
Es decir, en el dia postnatal 10, el BDNF tiene su mayor expresion, mientras que la NT-4/5
presenta la menor (no expresada). Del mismo modo, a lo largo de las cuatro edades, cuando
una aumenta su expresion, la otra la disminuye (fig 4 d). Cabe mencionar que en el dia
postnatal 42, ambas tienen un nimero promedio de células positivas no significativamente

diferentes. Incluso la neurotrofina-3 tiene una expresion muy parecida en esta misma edad.

La expresion de la NT-3 tiene un comportamiento en su expresiéon muy similar a NT-4/5, sin

embargo no se observa la misma relacidon con BDNF (fig. 4 b y d).



Fig. 5. BDNF. Deteccion de la marca por inmunorreactividad de la neurotrofina BDNF. En la
edad 10 postnatal (g) se detecta el mayor niumero de células promedio marcadas. La tincién se
presenta esencialmente en somas pequefios. En la edad 21 (b) la marca disminuye
considerablemente y continda presentandose principalmente en somas pequerios (flecha). A
los 42 dias (c¢), la marca aumenta de nuevo y hacia el dia 80 (d) disminuye considerablemente
presentando la menor marca de todas las edades. Barra de escala 160 um



Fig. 6. Deteccion de la marca por inmunorreactividad de la neurotrofina-3. (a y b) Region dorsal
lateral del estriado de raton de 10 y 21 dias postnatales respectivamente, la marca se muestra
en neuropilo; (¢ y d) marca para los dias postnatales 42 y 80, la marca se presenta en somas
grandes (punta de flecha) y pequerios (flecha). Barra de escala 160 um



Fig. 7. Deteccidn de la marca por inmunorreactividad de la neurotrofina 4/5. La marca en las
cuatro edades se presenta en somas pequefios. (g) Los cerebros de 10 dias postnatales no
mostraron marca para NT-4/5. (b) Hacia el dia 21 se observa el pico maximo de la marca en
somas predominantemente pequeios (flechas) aunque también se observé en algunos somas
mas grandes (punta de flecha). (¢) En los cerebros de 42 dias postnatales se observa
disminucion significativa de la marca que después aumenta hacia el dia 80 (d), pero no
significativamente. Barra de escala 160 um



7.5 Deteccion de marcadores de tipo celular: GAD y ChAT.

7.5.1 GAD

Con el fin de dilucidar algun posible patréon de tincién de ambas enzimas, relacionado con los
encontrados para las neurotrofinas, se determind el nimero promedio de células marcadas
por inmunorreactividad a la deshidrogenasa del acido glutamico (GAD). El nimero promedio
de células marcadas en las cuatro edades oscila entre 205 y 283 pero los cambios no son
significativos, pues los errores estandar son altos (fig. 8a). La marca se observa en los somas de

células pequenas (fig. 9).

7.5.2 ChAT

La marca observada por inmunotincion a la acetilcolina-transferasa (ChAT) es ligeramente
mayor a los 10 dias postnatales hacia el dia 21 la marca disminuye y permanece constante
hasta el dia 80 postnatal. Sin embargo, la diferencia mostrada en el dia 10, con respecto a las
demas edades, no resultd significativa cuando se aplicd la prueba estadistica (fig. 8a). La
marca se observa en los somas grandes de las neuronas colinérgicas, también se observa en

dendritas (fig. 10).

7.6 Solamente NT-3 y GAD muestran un patrdn similar de tinciéon pero no presentan

cambios significativos en las cuatro edades.

La neurotrofina 3 y la enzima GAD coinciden en la direccién de los cambios en Ia
inmunotincién a lo largo de las cuatro edades. NT-3 y GAD muestran un aumento del dia 10 al
dia 21 (donde en ambos casos se presenta la expresidon mas alta), para disminuir ligeramente
en las siguientes edades evaluadas. Sin embargo, aunque el patrdn de tincidn es muy similar,

no se encontraron diferencias significativas en los cambios durante las cuatro edades (Fig 8b).
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Fig. 8. Expresion de marcadores de tipo celular en el nucleo estriado de raton en edades
postnatales y su correlacidon con la expresion de las neurotrofinas. (g) Grafica que ilustra el
numero promedio de células positivas a marcadores de tipo celular, GAD y ChAT en las que se
muestra que el numero de células positivas para GAD (n=12) es mucho mayor que el
encontrado para ChAT (n=13). Sin embargo la expresién de ambos marcadores a lo largo de
las cuatro edades es casi constante, ANOVA p<0.001; n=9 (b) Grafica que muestra la
correlacion entre la expresion de los marcadores de tipo celular (lineas verdes) y las
neurotrofinas (lineas azules) donde se puede ver que NT-3 y GAD (lineas gruesas) presentan
un patrén similar pero los cambios en las edades no tienen diferencias estadisticamente
significativas en ninguna de las dos. ANOVA p<0.001 (Los errores estandar no se muestran en
b para mayor claridad).



Fig. 9. Deteccién de la marca por inmunorreactividad a la enzima deshidrogenasa del acido
glutamico (GAD). Aunque en g se muestra menor marca para esta enzima, los promedios en
las cuatro edades, 10, 21, 42 y 80 dias (a, b, ¢ y drespectivamente) no revelaron diferencias
significativas. En las cuatro edades la marca se presenté en somas pequenos. Barra de escala
160 um



Fig. 10. Deteccion de la marca por inmunorreactividad a la enzima Acetilcolina-transferasa
(ChAT). Los promedios en las cuatro edades postnatales estudiadas, 10, 21, 42 y 80 dias (g, b,
¢, d respectivamente) no revelaron diferencia significativa. En las cuatro edades la marca se
presentdé en somas grandes. Barra de escala, 160 um; aumento a, by ¢, 50 um; aumento en
d, 20 um.



7.7 Deteccion de marcadores de citoesqueleto dendritico y axonal: neurofilamentos

y MAP-2.

7.7.1 Neurofilamentos

Los cerebros de 10 dias postnatales mostraron un area marcada por inmunorreactividad de
8773.3 pix’ para neurofilamentos, hacia el dia 21 mostraron el drea marcada mayor (14228.07
pix’), diminuyendo otra vez hacia el dia 42 donde se registré un area de 13577.4 pix’ y
aumentando ligeramente en el dia 80 (10989.7 pix?). Los cambios observados y no mostraron
diferencia significativa con la prueba estadistica (fig.11a). La inmunotincién se encuentra en los

axones neuronales (fig.12)

7.7.2 MAP-2

La inmunotincién de MAP-2 fue la mayor, mostrando un area total marcada que oscila entre
los 39936.5 y 43681 pix* (fig 11a). Sin embargo, los cambios ocurridos en las cuatro edades no

son significativos pues los valores permanecen casi constantes (fig.13).

7.8 Deteccion de un marcador de sinapsis: sinaptofisina

Con el fin de dilucidar alguna relacién de los patrones de expresidn de las neurotrofinas con los
eventos involucrados con la liberacion de neurotransmisores, se observé el patrén de

inmunotincidon que un anticuerpo contra una proteina de vesiculas sinapticas: sinaptofisina.

Esta proteina se encontrd fuertemente expresada en el neurdpilo, especificamente alrededor
de la neurona (Fig. 14). Los valores de la superficie marcada (pix?) oscilan entre los 30130.5 vy
los 33433.5 pix’> pero no mostraron cambios significativos a lo largo de las 4 edades

postnatales estudiadas (Fig 11a)



7.8 Solamente NT-3 y Neurofilamentos muestran un patrén similar de tincion pero no
presentan cambios significativos en las cuatro edades.

La neurotrofina 3 y los neurofilamentos coinciden en la direccidon de los cambios a lo largo de
las cuatro edades pues mantienen un patrén de relacidn directa. Sin embargo el patréon de
tincién y la direccién de los cambios no presentan diferencias significativas en ninguno de los

dos casos (Fig. 11b).
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Fig. 11. Expresion de proteinas de citoesqueleto y de sinapsis en el nlcleo estriado de ratdén en
edades postnatales y su comparacion con la expresion de las neurotrofinas. (g) Grafica que
ilustra el area total promedio (pix2) tefida por inmunorreactividad a marcadores de
citoesqueleto dendritico y axonal, MAP-2 y neurofilamentos respectivamente; y un marcador de
sinapsis, sinaptofisina. Se muestra que el area marcada por inmunorreactividad a MAP-2 es la
mayor de las tres, mientras que neurofilamentos se expresa en mucho menor grado en estas
edades. También se ilustra que la expresion de los tres marcadores a lo largo del tiempo no
tiene diferencia significativa entre las edades estudiadas, ANOVA p<0.001; n=16. (b) Grafica
que compara la expresion de los marcadores de citoesqueleto y sinapsis (lineas y escalas
rojas) con la expresién de las neurotrofinas (lineas y escala azules) . Notese que los Unicos
patrones similares se encuentran en NT-3 y neurofilamentos (lineas gruesas), pero los cambios
en las edades no son significativos en ninguno de los dos casos. ANOVA p<0.001. (En esta
grafica no se muestran los errores estandar para mayor claridad).



Fig. 12. Deteccion de la marca por inmunorreactividad a neurofilamentos. Los promedios en
las cuatro edades postnatales estudiadas, 10, 21, 42 y 80 dias (a, b, ¢, d respectivamente) no
revelaron diferencia significativa. En las cuatro edades la marca se presentd en axones
(flechas). Barra de escala, 160um.



Fig. 13. Deteccién de la marca por inmunorreactividad a la proteina asociada a microtubulos
MAP-2. Los promedios en las cuatro edades postnatales estudiadas, 10, 21, 42 y 80 dias (a, b,
cy drespectivamente) no revelaron diferencia significativa. En las cuatro edades la marca se
presentd en dendritas, alrededor de los somas. Barra de escala, 160um.



Fig. 14. Deteccidn de la marca por inmunorreactividad a la proteina de vesiculas sindpticas:
sinaptofisina. Los promedios en las cuatro edades postnatales estudiadas, 10, 21, 42 y 80 dias
(a, b, cy drespectivamente) no revelaron diferencia significativa. En las cuatro edades la marca
se presento alrededor de los somas (flecha). Barra de escala, 160 um.



8. DISCUSION

Los resultados muestran que las neurotrofinas se expresan de manera diferencial a lo largo de
las cuatro edades (10, 21, 42 y 80 dias postnatales). BDNF, NT-3 y NT-4/5 estan expresadas en

la region dorsal-lateral del nucleo estriado.

8.1 El BDNF y la neurotrofina 4/5 muestran un patrén de tincion de relacién inversa

entre ellas mientras que la neurotrofina-3 muestra un patron diferente.

BDNF fue la Unica neurotrofina expresada por inmunotincidn en la edad posnatal de 10 dias y
después disminuye conforme aumenta la edad. Segun los resultados Katoh-Semba et al. 1989,
BDNF estd ampliamente expresada durante el periodo embrionario y su expresién cambia
durante el desarrollo cerebral. Nuestros resultados sobre la expresién de la proteina BDNF
correlacionan bien con la presencia de mRNA™® de su receptor a proteina en el neostriado,
gue esta altamente expresado durante el desarrollo embrionario y disminuye en edades
postnatales (Jung A.B and Bennett J.P.J., 1996). Por otro lado, estudios recientes demuestran

que la expresion de mRNA®PN

exhibié una reduccion significativa en las edades postnatales
de 21y 42 dias en comparacién con la edad postnatal de 10 dias (Zermefio et al., 2009).

El patron de tincion obtenido para la neurotrofina 4/5 mostré una relacién inversa a la
encontrada para el BDNF como se describié en los resultados. Pérez-Navarro reporta en 1999
que BDNF y NT-3, pero no NT-4/5 regulan la morfologia del soma de las neuronas de
proyeccion en el estriado pero no detectaron ningun efecto en la expresién de GAD o mRNA
de neuropéptidos, cuando se trata de dosis bajas. Mientras que altas dosis de estas
neurotrofinas regulan los niveles de mRNA de neuropéptidos. También mostraron que BDNF y
NT-4/5 regulan diferentes funciones en el mismo tipo celular, por ejemplo BDNF pero no NT-
4/5, incrementa el drea del soma en el estriado. Otra comparacidn entre ambas neurotrofinas
(Ardelt et al., 1994; Arenas et al., 1996; Hyman et al., 1994) demuestra que las neuronas
GABAérgicas estriatales responden diferencialmente a BDNF y a NT-4/5. De acuerdo con los
resultados obtenidos (Fig 4) podemos suponer que el efecto que producen BDNF y NT-4/5
sobre las poblaciones neuronales es diferente y especifico. Aunque ambos se unen al mismo
receptor trkB, su expresion es contrastante. Esto puede explicarse por una activacion
diferencial del receptor, es decir, cada neurotrofina desempefia funciones diferentes y

especificas pero activando al mismo receptor, o quiza las acciones de NT-4/5 se sustituyan por



las acciones de BDNF en las células estriatales (Zermefio, et al., 2009). Esto lo harian
manteniendo patrones de expresién que permitan llevar a cabo cada funcidon en tiempos
diferentes. Alternativamente, cada neurotrofina podria estar afectando distintas poblaciones

neuronales en diferentes etapas del desarrollo.

La neurotrofina 3 presenta un patron distinto y no correlacionado con las otras neurotrofinas
probadas, cabe recalcar que la NT-3 activa al receptor trkC aunque se ha propuesto que
también puede activar al receptor trkB pero en una proporcion mucho menor (Barbacid,
1994). NT-3 presentd expresion en los fibras del estriado en las edades 10 y 21 dias postnales
y en las células estriatales a los 42 dias postnatales y sostenidamente hasta los 80 dias
postnatales. Este es el primer reporte acerca del tejido estriatal de ratdon que documenta
diferencia espacial en la expresion de NT-3 a las 10 y 21 dias postnatales, donde ésta
neurotrofina se localiza en los fibras neuronales (Zermefio, et al., 2009). La expresion
de NT-3 en los “bundles” del estriado en las edades 10 y 21 dias postnatales podrian
representar transporte anterégrado de NT-3 desde la corteza como ya se ha sugerido que

ocurre (Altar and DiStefano, 1998)

8.2 BDNF, NT-3 Y NT-4/5 tienen un papel importante en los procesos celulares en la
region dorsal-lateral del estriado pero no existe relacion entre los patrones de
expresion de las neurotrofinas y los marcadores de citoesqueleto a lo largo del

tiempo.

Se ha descrito un transporte anterdgrado del BDNF desde la corteza hacia el estriado,
sugiriendo que esta neurotrofina juega un papel importante en este nucleo in vivo (Altar et al.,
1997). En los ratones mutantes que no expresan BDNF, las neuronas de proyeccién estriatales
muestran una reduccion de calbindina (Jones et al., 1994) de dopamina y de la fosfoproteina
regulada por cAMP con peso molecular 32,000 (DARP-32) (lvkovic et al., 1997). Ademas se ha
observado un aumento en la muerte celular apoptética estriatal durante el desarrollo en los
ratones mutantes que no expresan el receptor trkB. De acuerdo con nuestros resultados, el
BDNF tiene un patron de expresidon especifico y diferente a las demas neurotrofinas, lo que
refuerza el argumento de que desempefia un papel importante en el nucleo estriado, y
especificamente en la region dorsal-lateral, y que ademas depende, al menos en parte, de la

expresiéon aumentada o disminuida a lo largo de las diferentes edades.



Resultados similares se obtuvieron para la neurotrofina 3 y la 4/5, presentan patrones
especificos a lo largo de las cuatro edades, lo que supone funciones diferentes e importantes

en la region dorsal-lateral del estriado.

No se encontraron diferencias de la presencia de neurofilamentos a lo largo de las edades. No
existe en la literatura algun estudio relacionado y puede suponerse que las diferencias no se

dan en estas etapas del desarrollo.

Resultados muy similares se obtuvieron con la expresion de la proteina-2 asociada a
microtubulos (MAP-2) que histéricamente se habia percibido como una proteina estatica y
estructural necesaria, junto con otras proteinas de citoesqueleto, para el mantenimiento de la
neuroarquitectura (Shafit y Kalcheva, 1998). Mds recientemente se ha descubierto que MAP-2
es sensible a muchos estimulos e investigaciones recientes han revelado funciones dinamicas
para la MAP-2 en el crecimiento, diferenciacion y plasticidad de las neuronas; con un papel
importante en la respuesta neuronal a los factores de crecimiento, neurotransmisores,
actividad sinaptica y neurotroxinas (Jonson y Jope, 1992). En la corteza cerebral de la rata, la
concentracién de MAP-2 aumenta del nacimiento al dia 21 aunque el mRNA fue constante en
este periodo (Charriére-Bertrand et al 1991). Neuronas estriatales cultivadas muestran, bajo
diferentes condiciones, diferencia en las ramificaciones dendriticas. El aumento observado por
Charriére-Bertrand desde el nacimiento hasta el dia 21 concuerda con los resultados de éste
trabajo (Fig 13). Sin embargo no se estudiaron cerebros de ratones anteriores a los 10 dias de
edad. Se observé un aumento que, no aparece como significativo, del dia 10 al dia 21, muy
probablemente se encontraria diferencia si se tuvieran datos desde el primer dia postnatal.
Después del dia 21, como reportd Charriére-Bertrand, tampoco se encontraron cambios (Fig

13)

Los resultados no muestran diferencia en el patréon de inmunotincidon de la MAP-2 asociado a
la expresion de las neurotrofinas. No esta informado que sean los factores neurotréficos los
que establecen los patrones de expresion de MAP-2. Kosik y colaboradores sugirieron en 1998
que la degradacion aberrante de MAP-2 en enfermedades degenerativas como el Alzheimer,
provoca la formacién de fragmentos proteoliticos que se autoasocian, impidiendo que se
degrade y acumulandose en agregados insolubles que contribuyen en la formacion de marafias

neurofibrilares.



8.3 No existe correlacion entre los patrones de expresion de las neurotrofinas y

sinaptofisina

Las vesiculas sindpticas son organelos clave en la regulacion de la liberacion de
neurotransmisores y otras moléculas de las sinapsis quimicas. La membrana de estas vesiculas
sindpticas se caracterizan por tener proteinas especificas involucradas en la entrada de
transmisores, exocitosis y reciclamiento de la membrana (Stidnof y Jahn, 1991). Estas incluyen
dos miembros de una super-familia de proteinas canales, sinaptofisina (Wiedenmann y Franke,
1985) y sinaptoporina (Jahn y De Camilli, 1991). Ovtscharoff y colaboradores en 1993
estudiaron la ontogenia de ambas proteinas en el estriado y encontraron que sinaptoporina
tenia baja expresidn en etapas embrionaras y que no mostraba cambios en el tiempo. Sin
embargo sinaptofisina, mostraba muchos cambios en edades prenatales ademdas de estar
ampliamente distribuida alrededor del ndcleo en forma de capucha; bien expresada en ciertas
células y mas débilmente en otras. En la primera semana postnatal, el neurdpilo en células
estriatales mostré una marca muy intensa de sinaptofisina y sinaptoporina estaba solo
alrededor del nucleo. En el estriado adulto, permanece la fuerte inmunoreactividad en el
neurdpilo, lo que sugiere que ya no se presentan cambios en las edades postnatales tal y como
se encontrd en este trabajo. Tampoco se observo relacion con el patron de expresidn de las
neurotrofinas. Estd bien documentado que los factores neurotréficos intervienen en los
eventos sinapticos (Cepeda et al., 2004; Alonso et al., 2005; Pollak et al 2005), seria necesario
detectar la expresion en animales que no tengan el soporte adecuado de factores

neurotréficos para observar el efecto en los eventos sindpticos.

8.4 No existe relacion entre el patron de expresion de las neurotrofinas y el de GAD y

ChAT a lo largo del tiempo.

Tampoco se encontrd relacion entre los niveles de expresion de ninguna de las neurotrofinas
probadas con la presencia de estas dos enzimas, lo que sugiere que aunque las neurotrofinas
influyen en el fenotipo de las distintas poblaciones celulares (Pérez-Navarro et al., 1999) y en
muchas de sus funciones, no aumentan o disminuyen su nimero en las edades postnatales
probadas. En etapas del desarrollo se sabe que las neurotrofinas influyen en la diferenciacion

neuronal (Birling y Price, 1995), ademas de regular la supervivencia (Diener y Bregman, 1994).



8.5 Implicaciones en patologias neurodegenerativas.

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis son pertinentes ya que se ha propuesto que
en algunas patologias neurodegenerativas el aporte tréfico puede estar alterado. En particular
en la enfermedad de Huntington (HD), se ha sugerido que la disminucion relativa de BDNF en
el estriado conduce a la muerte selectiva de las células espinosas medianas (Zuccato et al.,
2001). Esta disminucién, sin embargo, no parece afectar la sobrevivencia de las interneuronas
de manera significativa. Es posible que factores neurotroficos diferentes al BDNF, protejan a
las interneuronas estriatales en cerebros de modelos animales y de pacientes con HD. Conocer
el patron de distribucidn de las neurotrofinas en la regién dorsal lateral del estriado a lo largo
del desarrollo, resulta Gtil para su posterior comparacién con modelos animales que presenten
la enfermedad. Para lograr una mejor comparacion, es necesario detectar la expresion de los
receptores a cada neurotrofina y de las proteinas unidoras de calcio (qué permiten la
identificacion de los distintos tipos neuronales) en animales sanos y enfermos, para lograr

dilucidar el aporte tréfico en el estriado tanto en el espacio como en el tiempo.



9. CONCLUSIONES

1. EI BDNF y la neurotrofina 4/5 muestran un patrdn de tincion de relacion inversa entre ellas

mientras que la neurotrofina-3 muestra un patrén diferente.

2. BDNF, NT-3 Y NT-4/5 tienen un papel importante en los procesos celulares en la region
dorsal-lateral del estriado pero no existe relaciéon entre los patrones de expresiéon de las

neurotrofinas y los marcadores de citoesqueleto a lo largo del tiempo.

3. La influencia de NT-3 en la funcién del estriado podria estar relacionada a diferentes
poblaciones neuronales de aquellas que se ven afectadas por BDNF. Su expresién temporal
también sugiere que, NT-3 no es necesaria como factor de diferenciacién o sobrevivencia para

las células del estriado.

4. No existe correlacidn entre los patrones de expresion de las neurotrofinas y sinaptofisina

5. No existe relacion entre el patron de expresion de las neurotrofinas y el de GAD y ChAT a lo

largo del tiempo.
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11. ANEXO 1

NE NE

Esquema 1. g) Figura que muestra el nucleo estriado (NE) en un corte coronario de cerebro de
raton, en b, el fondo oscuro muestra la matriz y las islas con forma irregular y color mas claro

que sefalan las flechas blancas forman los estriosomas. (Norman et al., 1998).



Tabla 1. Promedio del area marcada por inmunotincién de neurofilamentos.

% promedio de la fraccion

Edad en dias de area marcada
10 19.14707
21 31.05156
42 29.63156
80 23.9842

Tabla 2. Promedio del area marcada por inmunotinciéon de MAP-2.

Edad en dias % promedio de la fraccion
de area marcada
10 92.84941
21 89.96126
42 87.15828
80 95.33139

Tabla 3. Promedio del area marcada por inmunotincién de Sinaptofisina.

Edad en dias % promedio de la fraccion
de area marcada
10 30130.5
21 31378.5
42 33433.5

80 31668.7778



	Portada
	Índice
	1. Resumen
	2. Antecedentes
	3. Justificación
	4. Hipótesis
	5. Objetivos
	6. Método
	7. Resultados
	8. Discusión
	9. Conclusiones
	10. Bibliografía
	11. Anexo

