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I.  INTRODUCCION

1.1 DESARROLLO DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Las células neuronales y gliales derivan de una hoja de células ectodérmicas
localizada a lo largo de la linea media dorsal del embrion en estado de gastrula. Cuando
la hoja comienza a adquirir propiedades neuronales se forma la placa neural (un epitelio
columnar), que al plegarse da lugar al surco neural. Posteriormente, las crestas
neuronales crecen hasta fusionarse para formar el tubo neural. La region caudal del tubo
neural da origen al cordén espinal, y 1a region rostral al cerebro (Jessell y Sanes, 2000).
Durante el desarrollo del tubo neural se comienzan a formar las vesiculas cerebrales a lo
largo del eje anteroposterior.

El sistema nervioso central (SNC) maduro se comienza a formar a partir de
regiones discretas del epitelio neural que se expanden por crecimiento diferencial. La
proliferacion celular en la parte rostral del tubo neural forma iniciaimente tres vesiculas
cerebrales: el prosencéfalo, el mesencéfalo y el rombencéfalo; que dan origen a las

vesiculas cerebrales secundarias y finalmente a las estructuras cerebrales maduras

(Tabla 1).

1.2 DESARROLLO DEL CEREBELO

Las neuronas cerebelares se distribuyen en regiones discretas, cada una de las
cuales recibe proyecciones de varias porciones del cerebro y cordén espinal, y a su vez
proyectan a diferentes sistemas motores. Las neuronas en la corteza del cerebelo adulto
presentan un arreglo que estratifica la corteza en capas, la mas externa es la molecular
(CM), por debajo esta la monocapa de células de Purkinje (CP) seguida por la capa de

neuronas granulares de cerebelo (NGC) y finalmente se encuentra la materia blanca



Vesiculas cerebrales primarias Vesiculas cercbrales Estructuras cerebrales
secundarias

Prosencéfalo Telencéfalo Corteza cerebral, nicleos basales,
formacion hipocampal, bulbo
olfatorio y amigdala

Diencéfalo Talamo, hipotalamo, subtalamo,
epitalamo, retina y nervio optico

Mesencdfalo Mesencéfalo Cerebro medio

Rombencéfalo Metencéfalo Puente y cerebelo

Mielencéfalo Médula

Tabla 1. Vesiculas cerebrales durante !a embriogénesis del SNC y estructuras que originan

(Fig. 1). Las NGC son el tipo celular mas abundante del SNC, se estima que
aproximadamente el 80 % de todas las neuronas de humano son NGC (Lange, 1975;
Herrup y Kuemerle, 1997).

El cerebelo se origina a lo largo del techo del cuarto ventriculo (Millen et al, 1999).
Especificamente deriva de las areas adyacentes a la placa alar (somatosensorial) del tubo
neural que reside en el metencéfalo (Fig. 2). Todas las células en el cerebelo emergen de
una region de matriz germinal, pero las diversas poblaciones neuronales no emergen de
una sola zona germinal. La matriz germinal inicialmente consiste en una zona ventricular
neuroepitelial tipica y una region germinal mas caudal, también conocida como el labio
rombico (Goldowitz y Hamre, 1998).

El labio rombico es un epitelio germinativo especializado que nunca constituye un
compartimento definido y que se origina relativamente tarde durante el desarroilo a partir

de la interfase entre el tubo neural y el cuarto ventriculo. Los derivados del labio rombico
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Figura 1. Arreglo citoarquitectonico de la corteza cerebelar. La figura muestra la distribucidon espacial de
las tres capas que forman la corteza cerebelar, a ubicacién de los cinco tipos neuronales que forman estas
capas y las interacciones entre estos tipos celulares (Modificado de Ghez y Thach, 2000).




se caracterizan por la navegaciéon circunferencial independiente de glia, de! tubo neural
dorsal al ventral. El labio rémbico cerebelar emerge a través de interacciones precisas
entre patrones de procesos: anteroposteriores y dorsoventrales y se origina de una region
axial; su mantenimienté y éxpansic‘m esta regulada por sefales provenientes de la zona
ubicada entre el cerebfp medio y el cerebro posterior. Ei labio rombico cerebelar y del
cerebro posterior : fonfkr’r;av ’un epitelio continuo proliferativo. Sus derivados estan
directamente relacidné&os al sistema cerebelar y precerebelar; en particular origina a las
NGC en el dominfo anterior del labio rémbico (Harkmark, 1954; Sidman y Rakic, 1973;
Hatten y Heintz, 1995; Millen et al, 1999; Wingate, 2001).
Las primeras neuronas que derivan de la zona ventricular son las neuronas
nucleares (Goldowitz y Hamre, 1998; Schilling, 2000). Después de éstas, se generan las
- células dg Purkinje a partir del neuroepitelio que recubre el cuarto ventriculo (Fig. 2),
- donde después de la fase activa de proliferacion inician un proceso de migracién radial
bara formar una estructura planar en {a corteza cerebelar (Schilling, 2000).
La formacion de una matriz germinal secundaria del labio robmbico correspondiente
a la capa granular externa (CGE), ocurre cuando las células nucleares y de Purkinje
dejaron de dividirse (Goldowitz y Hamre, 1998). En roedores, después del nacimiento, el
labio rombico superior da origen a precursores de células granulares (Fig. 2), estos
precursores son los nicos que migran sobre la superficie del cerebelo antes de llegar a la
etapa final de mitosis y se acumulan formando la CGE. Una vez formada, una segunda
ola de divisiones dentro de la CGE produce NGC post-mitéticas las cuales migran
radialmente dentro de la corteza cerebelar para dar lugar a la capa granular interna (CGl)
(Hatten y Heintz, 1995; Wingate, 2001) (Fig. 3). Las NGC son los unicos descendientes de
la CGE (Hallonet y Le Douarin, 1993; Napieralski y Eisenman, 1993; Otero et al, 1993;

Zhang y Goldman, 1996a y 1996b). Mientras los neuroblastos de células granulares



migrah atravées delaCMydela capa ae CP en desarrollo (Fig. 3), se generan las células
en estrella y en canasta a partir del neﬁroepiteﬁo del cuarto ventriculo que colonizan la
CM (Zhang y Goldman, 1986a 'y 1996b Goldowitz y Hamre, 1998). Los precursores de
neuronas granulares migrando exhiben una morfologia unipotar donde sdlo un proceso
guia la migracion (Wingate y Hatten, 1999; Wingate, 2001).

Las células de Golgi provienen de la zona ventricular disminuida por la migracion
de las células de la CGE de la superficie cerebelar en una posicidon subapical (Goldowitz y
Hamre, 1998). Precursores de interneuronas inhibidoras de la corteza cerebelar se
originan del neuroepitelio del cuarto ventriculo y migran hacia fuera a su posicion final en
la corteza cerebelar. Estas células continian proliferando durante su transito a través de
{a masa cerebelar profunda y ta materia blanca (Schilling, 2000).

En rata, muy pocas NGC se forman durante los primeros cinco dias postnatales
(DPN) pero a partir det 8 y hasta el 15 DPN se registra un marcado incremento en la
proliferacion de estas neuronas en la CGE (Allman, 1972). La migracion de NGC
postmitdticas inmaduras de la CGE a la capa CGl a través de la CM comienza entre los 2-
3 DPN y termina en la tercera semana (Burgoyne y Cambray-Deakin, 1988). Algunas de
las NGC que han arribado a la CGIl reciben cerca del 5§ DPN los primeros contactos
sinapticos excitadores de las fibras musgosas provenientes de! tallo cerebral y cordén
espinal. Sin embargo, se ha descrito que la mayoria de estos contactos sinapticos
comienzan a ser funcionales entre los 10-12 DPN (Arsenio-Nuiiez y Sotelo, 1985;

Burgoyne y Cambray-Deakin, 1988), cuando la mayoria de las NGC han alcanzado la

CGl.



Figura 2. Formacion de la estructura precerebetar. E| labio rombico (Lr) se genera en el punto de
contacto entre el tubo neural y |a placa en expansion del techo (Pt) del cuarto ventriculo. (A) Representacion
esquematica del tubo neural (panel superior), Que muestra 1a posicion de! Lr con relacion al mesencéfalo
(Ms), cerebelo (Cb) y cerebro posterior (Cp) durante el desarrollo. El panel inferior muestra una vision
transversal de un corte imaginario del esquema superior, sefialado por la linea mas obscura. (B) Poco
después que el Lr se induce, las neuronas granulares migran de ia Pt y se acumulan para formar la capa
granular externa (CGE). Pane! superior: esquema de la vista dorsal, panel inferior: vision transversal. La
flecha del panel inferior muestra la direccidn en que migran las neuronas granulares para formar la CGE. (C)
Finalmente, soélo después de que los precursores de neuronas ganulares se dividen de nuevo en la CGE,
las células granulares postmitéticas migran radialmente a través del cerebelo (panel supenor). pasando la
capa de células Purkinje (CP) para formar la capa granular interna (CGt) (panel inferior). Los precursores de

células Purkinje se originan en la zona ventricular y migran a través de la pared del precerebelo en
desarrollo (Modificado de Wingate, 2001).

Figura 3. Cerebelo en desarrollo. Corte sagital de un cerebelo de raton de 7 dias postnatales. Los
asteriscos denotan la fisura primaria; CP, capa de células de Purkinje: CGI, capa granular interna; CM, capa
molecular; CGE, capa granular externa (Modificada de Goldowitz y Hamre, 1998).
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1.3 MUERTE CELULAR PROGRAMADA DURANTE EL DESARROLLO DEL
SNC
Durante el desarrollo se ha observado que ocurre un proceso de muerte masiva en
ciertas poblaciones del sistema nervioso (SN) (Oppenheim, 1991). Por gjemplo, se estima
que hay una degeneracién de entre el 50-60 % de motoneuronas durante el desarrolio de
la médu!a espinal (Lance-Jones, 1982; Oppenheim, 1991). Recientemente, se ha

- determinado que la muerte que ocurre bajo estas condiciones es de naturaleza apoptdética

que debe estar finamente regulada en tiempo y espacio ya que juega un pape! critico en

a morfogéneSIS y sinaptogénesis del SN (Kuida et al, 1996). Las neuronas requieren de la
encvia“de factores tréficos para sobrevivir y para otros eventos asociados al desarrollo

cof:ﬁo la:difé‘r‘enciacién (Balazs et al, 1988; Burgoyne y Cambray-Deakin, 1988), migraciéon

“"(Komu‘r‘b y Rakic, 1993) y sinaptogénesis (Bloch y Pumplin, 1988). Las aferencias en
general y diversos factores derivados de las células gliales han mostrado ser importantes
en la regulacion y sobrevivencia de las neuronas en desarrollo (Oppenheim, 1991). La
muerte celular se presenta en las células precursoras neuronales y neuroblastos jovenes
en etapas tempranas del desarrollo.

La dependencia de factores tréficos tanto de los diferentes tipos neuronales como
de las celulas gliales es importante en diferentes etapas del desarrollo. Las senales
troficas provienen no sélo de los factores neurotroficos clasicos, sino también de otros
factores de crecimiento de diversas familias de proteinas e incluso de la liberacion de
neurotransmisores por las terminales aferentes y de la actividad eléctrica de las células

vecinas (de la Rosa y de Pablo, 2000).



1.3a Papel de los neurotransmisores clasicos en la muerte apoptdtica

Existen nhumerosas evidencias que sugieren que los neurotransmisores juegan un
papel critico durante el desarrolio del SN (Mattson, 1988; Mattson y Hauser, 1991; Meier
et al, 1991; Schwartz, 1992). A estas moléculas se les ha involucrado en fa modulacion y
regulacion de algunos eventos morfogenéticos durante el desarrollo temprano de varios
tipos de circuitos neuronales (Kwong et al, 2000). Se ha sugerido que en esta etapa los
neurotransmisores son importantes en la movilidad celular, crecimiento de neuritas,
sinaptogénesis y la regulacion de la expresién fenotipica por influencia tréfica de neuronas
(Johnston y Coyle, 1981; Lauder et al, 1986; Emerit et al, 1992; Lauder, 1993, Shuey et al,
1993; Kwong et al, 2000). Algunos de los neurotransmisores que parecen ejercer algunas
de estas influencias sobre las neuronas son la acetilcolina, catecolaminas, acido y-
aminobutirico (GABA) y glutamato, entre otros.

Se ha sugerido que el principal neurotransmisor inhibidor y el principal
neurotransmisor excitador, GABA y glutamato, respectivamente, juegan un papel
importante en la maduracién del SN, regulando la sobrevivencia neuronal. Se ha
detectado una notable respuesta apoptotica en cerebros de ratas durante el desarrollo
postnatal a agentes que actuan como agonistas o moduladores positivos de los
receptores GABAA, de manera dependiente de la dosis (lkonomidou et al, 2001).

E! glutamato en particular, parece actuar como una senal que modula diferentes
procesos durante el desarrollo (Moran et al, 1999). Experimentos in vivo han demostrado
que al inhibir la neurotransmision glutamatérgica producida por los receptores ionotropicos
a glutamato tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) durante el desarrollo, se genera una amplia
neurodegeneracion con caracteristicas apoptoticas en el cerebro de ratas (lkonomidou et

al, 1999).




1 3b Apoptosts s

La apoptosns es un hpo d muerte celular programada que se caractenza por una

‘serie de alteracuones morfol gicas Yy bloquimlcas Esta muerte ocurre en dos fases:

primero una fase en ,lf'?‘ que_ la célula se compromete a morir, seguida por una fase
ejecutora caracterizadé por nétables cambios morfolégicos en la estructura celular. La
apoptosis a diferencia de la necrosis, se caracteriza por ser una muerte activa en la que
se observa la participacién de una compleja maquinaria que da lugar a las caracteristicas
morfologicas y bioquimicas que definen este tipo de muerte.

La apbptdsis fue descrita originalmente en funcidn a cambios morfologicos
particularmente di'stintos a los observados bajo condiciones de muerte necrética (Fig. 4).
Estos cambios morfolégicos incluyen: condensacion y fragmentacidon nuclear,
compactacion de organelos citoplasmaticos, decremento en el volumen celular,
alteraciones en la membrana plasmatica y finalmente la formacion de fragmentos
celulares (llamados cuerpos apoptéticos) con material citoplasmatico y nuclear, que son
fagocitados por células vecinas (Gorman et al, 1995; Thornberry y Lazebnik, 1998). La
deteccion de estas caracteristicas morfoldgicas se ha utilizado tradicionalmente como
marcador de células en estado apoptotico.

Bioquimicamente, la apoptosis se caracteriza por una serie de eventos de
desensamblaje de estructuras subcelulares, ejecutada por una maquinaria celular
compleja y especializada, conducidos principalmente por una familia de proteasas
llamadas caspasas (Gorman et al, 1995; Thornberry y Lazebnik, 1998). EI nombre hace
referencia a la habilidad o capacidad de estas proteasas de cisteina de romper proteinas
en un residuo de acido aspartico (Cohen, 1997). Algunas de las caracteristicas
bioquimicas de la apoptosis son la fragmentacion internucleosomal del ADN, la

externalizacion de fosfatidit serina, y la activacion de familias de proteinas encargadas de



Figura 4. Cambios morfologicos asociados a muerte apoptética y necrética. A diferencia de la necrosis
(5-6), en la apoptosis (2-4) se mantiene la integridad de la membrana citoplasmatica y no se observa
hinchamiento de las estructuras subcelulares (2-4). Pero se producen claras alteraciones que a la postre
forman cuerpos apoptolicos (3) que son finalmente fagocitados (4) (Tomada de Kerr y Harmon, 1991).



condu(gir"él bfdcéso apoptdtico (por ejemplo, la familia de las caspasas y la familia de Bcl-
2.

i Tqaaé las caspasas se expresan como proenzimas (Fig. 5 A) no activas de 30-50
X KDa‘qamie‘.‘t':ovﬁtienen un pro-dominio, una subunidad grande (~20 KDa) y una subunidad
p;qﬁéﬁa’;:{—-m KDa) (Thornberry y Lazebnik, 1998). La activacion de estas enzimas
involucra un procesamiento proteolitico en los sitios de fragmentacion especificos a
aspartato entre los 3 diferentes dominios (Fig. 5 B), seguido por una reasociacién de las
subunidades grande y pequeiia para formar un heterodimero activo (Thornberry y
Lazebnik, 1998; Budihardjo et al, 1999) que consta de 2 subunidades grandes y 2
subunidades pequefias (Fig. § B). Todas las caspasas contienen como sitio activo un
pentapéptido de estructura general QACXG, donde X es R, Q o G (Cohen, 1997). Se ha
propuesto que durante un evento apoptodtico, las caspasas actian de manera secuencial,
en una cascada de eventos de degradacion de estructuras subcelulares (Fig. 6). Las
caspasas iniciadoras como la caspasa-8, 9, y 10 activan a otros miembros de la familia
conocidos como caspasas efectoras. Las caspasas efectoras, caspasas-3, 6 y 7, son las
que actUan directamente sobre substratos subcelulares especificos para cada caspasa.
Entre los substratos de estas caspasas se encuentran proteinas como la poli-ADP-ribosa
polimerasa (PARP), laminas de la envoltura nuclear y U1-70 KDa (ribonucleoproteina

nuclear pequefa), entre otros (Fig. 6).
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Figura 5. Mecanismo de activacion de caspasas. A) Esquema de una pro-caspasa inactiva; se muestra el
prodominio (pro) en el extremo amino-terminal, la subunidad grande ~ 20 KDa (p20) y la subunidad pegueia
~ 10 KDa (p10). B) Para de la activacion de las caspasas la pro-enzima es fragmentada y las subunidades
p20 y p10 se reasocian para formar la enzima acliva (Modificado de Hengartner, 2000).
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Figura 6. La activacion secuencial de caspasas como componente central del proceso apoptético.
Un estimulo apoptdtico inicia un proceso que activa un grupo de caspasas (iniciadoras) que a su vez

pueden activar a las caspasas efecloras. Las caspasas efectoras pueden actuar sobre diversos sustratos
subcelulares (Tomada de Alavez, 2001).
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1. ANTECEDENTES

Estudios in vitro han demostrado que la despolarizacién cronica con KCI (25 mM) o
la estimulacién con NMDA (150 uM), un agonista de un subtipo de receptores a
glutamato, promueven la sobrevivencia y la diferenciacion de NGC en cultivo (Gallo et al,
1987; Balazs et al, 1988; Moran y Patel, 1989; Alavez et al, 1996; Moran et al, 1996;
Balazs et al, 1998; Moran et al, 1999) (Fig. 7). Asl, el glutamato puede ejercer un efecto
trofico sobre las NGC que parece estar modulado por los receptores tipo NMDA (Gallo et
al, 1987; Balazs et al, 1988; Balazs et al, 1992; Burgoyne et al, 1993; Moran et al, 1999).
Recientemente, se ha demostrado que el tipo de muerte que se observa en NGC en
cultivo es de naturaleza apoptética y que las condiciones despolarizantes producidas por
el KCI (25 mM) y la estimulacion de los receptores tipo NMDA pueden retardar de manera
sensible este proceso (D'Mello et al, 1993). Sin embargo, este efecto requiere que las
células sean estimuladas al menos durante 5-7 dias in vitro (DIV) a partir del 2 DIV (Moran
et al, 1996) (Fig. 7). Se ha sugerido que la diferenciacion y sobrevivencia promovidas por
el NMDA en NGC en cultivo, mimetiza el efecto de la activacion de los receptores a
glutamato de estas células a través de las fibras musgosas provenientes de los nicleos
pontinos (Fig. 8) en periodos especificos del desarrollo cerebelar (Balazs et al, 1988;
Moran et al, 1996). LLos estudios realizados in vitro con NGC inmaduras sugieren que el
arribo de la porcion glutamatérgica de las fibras musgosas a la corteza cerebelar juega un
papel importante en la sobrevivencia y/o muerte de las NGC, contribuyendo a la formacion
adecuada a nivel funcional y estructural del cerebelo.

Por otra parte, durante el desarrolio postnatal de la rata ocurre muerte celular de
naturaleza apoptotica de NGC (Koppel et al 1983; Smeyne y Goldowitz, 1989; Ashwell,

1990). Con el uso de técnicas como el ISNEL (por sus siglas en ingles “in situ nick end
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fabeling™) se han identiﬁcadd'i\iGC gs ntan fragmentacion de ADN, principaimente

en la CGE, durante el desarrollo postnatal. Esta fragmentacion alcanza un maximo a los 9

DPN (Tanaka y Marunou(:fi cuiilvoé organotipicos de cerebelo de ratas de 9

DPN, se detectd la presen'cia in . sit d(a,ila's formas activas de caspasa 3 en NGC de la

CGE. La distribucién de la fd'i'rfia’,achva de la caspasa 3, es muy similar a la observada al
detectar ADN fragmentado e?r el cérebelo postnatal de rata in vivo (Tanaka et al, 2000).

Recientemente se ha demostrado la participacién de algunos de los miembros de
ta familia de las caspasas en los procesos de muerte neuronal que se observan durante el
desarrollo del SN. En ratones deficientes de caspasa 3 se observd un incremento en la
cantidad de neuronas y serios problemas de desorganizacién en las estructuras
neuronales (Kuida et al, 1996). Por su parte, ratones deficientes de caspasa 9 mueren
perinatalmente con malformaciones cerebrales causadas por una reduccién de apoptosis
durante el desarrollo temprano del cerebro (Kuida, 2000). Por lo anterior, se considera
que caspasa-3 y 9 son relevantes en los procesos de muerte durante el desarrolio del SN,
y posiblemente haya participacion de otros miembros de la familia de las caspasas.

En este trabajo se explora el pape! de los receptores glutamatérgicos tipo NMDA
en la sobrevivencia de las NGC y la activacion de algunos miembros de la familia de las

caspasas durante el desarrollo postnatal de! cerebelo de rata.
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Figura 7. Efecto de la depolarizaciéon en la sobrevivencia de NGC. NGC inmaduras, obtenidas de ratas
de B dias postnatales (DPN) cultivadas 6-8 dias in vitro (DIV) en un medio con 5§ mM KCI degeneran y

\ mueren (A). La estimulaciéon con NMDA 150 mM (B) o con KCI 25 mM (C) es capaz de inducir |1a
sobrevivencia en estas células. Sin embargo, Ia estimulacion de los receptores NMDA en NGC “maduradas”™
con KCi 25 mM promueve una clara degeneracion del cultivo (D).

|
i
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Figura 8. Circuiteria del cerebelo. Se observan las tres principales fibras cerebelares: fibras paralelas
(FP), fibras trepadoras (FT) y fibras musgosas (FM). Estas Gltimas llegan de los nucleos pontinos a las
células granulares (CG). CP, células Purkinje: CG, células de Golgi; CE, células estrelladas. CC, células de
canasta; NCP, nucleos cerebelares profundos; NP, nuacleos pontinos; Ol, oliva inferior; LC, locus coreolus;
NR, nicleos de raphe. En negro se representan tanto células como contactos de naturaleza inhibidora y en
blanco neuronas y contactos excitadores (Modificado de ito, 1984).



. HIPOTESIS

Si las aferencias glutamatérgicas de las fibras musgosas son relevantes para la
sobrevivencia de las NGC, al bloquear los receptores a glutamato tipo NMDA con MK-801
en etapas criticas del desarrollo postnatal, se interferird con el soporte tréfico aportado por

estas fibras y se producira un incremento en la muerte apoptética de NGC.

IvV. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto de la inhibicion de los receptores a glutamato tipo NMDA con MK-

801 en el proceso de muerte de las NGC durante el desarrollo postnatal de la rata.

Objetivos particulares

. Determinar si la inhibicion del receptor a glutamato tipo NMDA produce
alteraciones morfolégicas apreciables en la corteza cerebelar en desarrollo.

¢ Determinar mediante histofluorescencia el efecto de! MK-801 en la muerte
apoptotica de NGC durante el desarrollo postnatal de la rata.

* Examinar las diferentes capas de la corteza cerebelar para determinar si el
proceso de muerte es un evento generalizado o localizado.

. Evaluar el efecto del MK-801 en la actividad de caspasas iniciadoras (8 y 9) y
efectoras (1 y 3) en homogenados de cerebelo durante el desarrollo postnatal.

¢ Evaluar el efecto del MK-801 en los niveles de fragmentos activos
correspondientes a las caspasas-1, 3, 8, y 9 en homogenados de cerebelo durante el

desarrollo postnatal y en la protedlisis de un sustrato especifico de caspasas (PARP).



0 integrar los resultados obtenidos a fin de evaluér la importancia de la
poblécibﬁ"gllijta"rnaté'rgica; via el receptor NMDA, de las fibras musgosas en la muerte de

las NGé durénte el desarrollo.
V. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

5.1 TRATAMIENTO DE LOS ANIMALES

Ratas Wistar de 1, 5, 9, 12 y 22 DPN se administraron de manera sistémica con
MK-801 ({5R,10S]-[+]-5-Metil-10,11-dihidro-5H-dibenzo{a.d]ciclohepteno-5,10-imina
maleato de hidrogeno, 0.5 mg/Kg de peso; RBI, Cat. M-107) o con el vehiculo (soluciéon
salina fisiologica, NaCl 0.15 M). Las ratas se inyectaron intraperitonealmente con las
soluciones descritas cada 24 h durante tres dias. Al cuarto dia de tratamiento (4, 8, 12,

15, 25 DPN, respectivamente) los animales se anestesiaron con pentobarbital y se

sacrificaron.

5.2 CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE LA CORTEZA CEREBELAR

Ratas d:a 8, 12, 16 y 25 DPN tratadas como se describe anteriormente fueron
perfundidas a través del ventriculo izquierdo con solucién salina (NaCl, 0.15 M) y
posteriormente con paraformaldehido al 4%. El cerebelo se disectd, deshidratd (ver
apeéndice) y posteriormente fue incluido en parafina. Se obtuvieron cortes parasagitales de
cerebelo de 10 um de grosor. Los cortes fueron desparafinados, rehidratados, tefidos con
hematoxilina de Harris por § min, lavados con agua corriente, después con agua
destilada, se deshidrataron con etanol (50 % y 70 %). se tineron con eosina (eosina Y, 1
g; alcohol etilico, 11 al:70 %,; acido acético glacial, 5§ ml). La mezcla anterior se diluyd 1:1

en alcohol etilico al 70 % y se agregaron 2-3 gotas de acido acético 1 a 2 segundos
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(Humason, 1979), se continud la deshidratacion y se montaron con resina (ver apéndice).
Teniendo de base el campo visuai del microscopio, finalmente se midioé el grosor de cada
una de las capas de la corteza cerebelar y se contd el namero de las células que hay por

unidad de area en la CGE y CGI.

5.3 DETECCION n situ DE CARACTERISTICAS APOPTOTICAS EN
EL CEREBELO

Otra serie de cortes obtenidos como se describe anteriormente, se desparafinaron,
rehidrataron y se tifieron con Hoechst 33258 (ver apéndice; SIGMA, Cat. B-2883) para
detectar células con cromatina condensada o con un Kit para TUNEL acoplado a
fluoresceina (ver apéndice; Boehringer Mannheim, Cat. 1684817) para detectar
fragmentacion de ADN. El andlisis de las preparaciones se realizé en un microscopio de
epifluorescencia Nikon modelo DIAPHOT-TMD y se usaron los filtros correspondientes
para Hoechst y fluoresceina (UV-2A y B-2A, respectivamente). Se determind el nimero de
células positivas a TUNEL o con la cromatina condensada por unidad de area para cada

tiempo y condicién en cada una de las capas de la corteza cerebelar.

54 PARTICIPACION DE CASPASAS EN LA MUERTE APOPTOTICA EN EL
CEREBELO

Ratas de 8, 12, 16 y 25 DPN tratadas como se describe anteriormente, se
sacrificaron por decapitaciéon y el cerebelo fue rapidamente removido en frio. Ei cerebelo
fue pesado y seccionado sagitaimente a {a altura del vermis. Una de las mitades
obtenidas se homogenizé en solucién para caspasas fria (HEPES 100 mM pH 7.5;
sacarosa 10 %; EDTA 1 mM; EGTA 20 uM; CHAPS 0.2 %; DTT 10 mM; leupeptina 10
ng/mi; pepstatina 2 pg/mi; aprotinina 2 pg/ml; PMSF 1 mM) mezclado con glicerol (1:1), a

una concentracion de 0.5 mg de cerebelo en 1 ml de solucion. La otra mitad se
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homogenizé en amortiguador de |isisbz"é 4 i"va‘(i"l"ﬁ‘s-HCI 25 mM pH 7.4; NaC! 50 mM; NP-40
2 %; SDS 0.2 %.; leupeptina 10 pg/r{nl; pepstatina 2 ng/ml; aprotinina 2 pg/ml; PMSF 1
mM). Los homogenados obtenidos se centrifugaron a 15 000x g durante 30 minutos, se
recuperd el sobrenadante, y se determind la cantidad de proteina con el método de
Bradford (Bradford, 1976). Las muestras se almacenaron a —20 °C hasta que fueron

usadas para medir la actividad de algunas caspasas o para réplicas tipo Western (ver

abaijo).

5.4a Cuantificaciéon de la actividad de caspasas

De los diferentes homogenados en amortiguador de casapasas, se usé un volumen
con 200 ng de proteina y se midid la actividad de caspasas utilizando sustratos
ﬂuorog’énlcos (Peptide Institute, Inc.) acoplados a acetoxi-metilcoumarina (MCA); (Ac-
YVAD-MCA) para la caspasa-1, (Ac-DEVD-MCA) para la caspasa-3, (Ac-IETD-MCA) para
la caspasa-8 y (Ac-LEHD-MCA) para la caspasa-9. Los sustratos se utilizaron a una
concentracion final de 12.5 uM en 2.4 ml de amortiguador de caspasas para lectura (igual
al descrito en el parrafo anterior pero con un 10 % de la concentracion final de inhibidores
de proteasas). La fragmentaciéon del sustrato se determind detectando la aparicion de
MCA libre durante 15 minutos, utilizando una longitud de onda de excitacién de 380 nm y
una longitud de onda de emision de 450 nm en un espectrofluorémetro (Aminco-Bowman
Series 2). La actividad se reporta como incremento de fluorescencia (AF) por mg de

proteina y por hora.

5.3b Anadlisis de réplicas tipo Western

Las proteinas en los homogenados obtenidos en amortiguador de lisis se
separaron a través de una SDS-PAGE (10-17 %) y fueron transferidas a una membrana
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de PVDF (Polyvinyliden’é ﬂuofide; Millipore, immobilon™-P). La membrana se bloqued por
1 h con leche descrerﬁada al 5 % y posteriormente se incubd toda la noche a 4 °C con el
anticuerpo primario coﬁespondiente. Se utilizaron anticuerpos policlonales de conejo
dirigidos contra el precursor (116 KDa) y el fragmento de 85 KDa de PARP (Upstate
Biotechnology, .Cat. 06-557-MN, dilucién 1:500), contra el precursor (42 KDa) y la
subunidad grande (20 KDa) de la caspasa-1 (SIGMA, Cat. C-4851, 2 pg/ml), contra el
precursor (32 KDa) y los fragmentos activos (11 KDa y 17 KDa) de 1a caspasa-3 (Santa
Cruz Biotechnology, Inc., Cat. sc-7148, dilucién 1:100), contra el precursor (55/57 KDa) y
formas procesadas (42/44 KDa, 25 KDa y 14 KDa) de la caspasa-8 (NeoMarkers, Cat.
RB-1200-P1, 5 ng/mi) y contra el precursor (48 KDa) y forma procesada (32 KDa) de la
caspasa-9 (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Cat. sc-7885, dilucidn 1:100). Finalmente las
membranas se incubaron con anticuerpos secundarios acoplados a fosfatasa alcalina;
dirigidos contra IgG de conejo (BIO-RAD Laboratories, Cat. 172-1016, dilucidon 1:10 000)
durante 1 h a temperatura ambiente. La inmunodeteccion se realizé utilizando un sustrato

quimioluminiscente para fosfatasa alcalina (CDP-Star'™, BiolL.abs, Inc., Cat. 7001).
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Vi. RESULTADOS Y DISCUSION

‘Existen algunos antecedentes sobre la accion del MK-801, un antagonista no
competitivo de los receptores a glutamato tipo NMDA, en estudios realizados con
animales en desarrollo. Se ha demostrado en la rata que el cerebelo es una de las
estructuras mas afectadas por un tratamiento neonatal cronico con MK-801 (Facchinetti et
al, 1993). En este trabajo se demuestra que los efectos deletéreos del MK-801 (0.5-1
mg/Kg) se deben al farmaco per se y no a un evento de desnutricidon ya que este
tratamiento no compromete la vida del animal. Lo anterior indica que si bien la transmision
glutamateérgica, via los receptores tipo NMDA, es importante en la maduraciéon del SN, no
determina la sobrevivencia del individuo durante el desarrollo postnatal de la rata.

En el presente trabajo, hemos utilizado una estrategia diferente a la empleada por
Facchinetti y colaboradores (Facchinetti et al, 1993) para bloquear la transmision
glutamatérgica por periodos discretos y cortos, y de esta manera determinar etapas
criticas de la accién del glutamato en el desarrollo del SNC de la rata. Asi, hemos
encontrado que la administracion de MK-801 (0.5 mg/Kg de peso) durante tres dias
consecutivos disminuye el peso del animal pero no afecta el peso del cerebelo o del
encéfalo. Sin embargo, el grupo de Facchinetti (1993) observa una reduccion en el peso
del cerebelo de las ratas tratadas crénicamente con MK-801. Esta diferencia puede
deberse tanto al tiempo de tratamiento, que en el trabajo del grupo de Facchinetti es mas
prolongado (1-22 DPN), como a las altas concentraciones del farmaco que utilizan en este

trabajo (0.5-1 mg/Kg).
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6.1 EFECTO DEL MK-801 EN LA MORFOLOGIA DE LA CORTEZA
CEREBELAR

Para analizar la morfologia de la corteza cerebetar se usaron cortes de cerebelo,
obtenidos de los diferentes grupos experimentales, tefidos con hematoxilina-eosina y se
determiné tanto el grosor como el numero de células presentes en cada una de las capas
del cerebelo.

Durante el desarrollo postnatal de la rata el grosor de la CGE disminuye de manera

sugn:fcat a a partlr del 12 DPN (Fig. 9; Tabla 2) y desaparece por completo a 25 DPN

A(Flg 9 Ito, .19‘84)

» El tratamlento con MK-801 induce de manera significativa un mayor grosor de la
CGE a8 DPN y. lo reduce a 12 DPN (Fig. 9; Tabla 2). Sin embargo, aunque este
tratamiento no modifica de manera significativa la densidad celular de la CGE a 8 0 12
DPN, produce un ligero incremento en el numero de células que puede estar relacionado
con el incremento en el grosor de la capa (Tabla 2). Por otra parte, el MK-801 reduce de
manera significativa (aproximadamente un 11 %) el nimero de células en la CGE a 16
DPN (Tabla 2), que podria indicar un evento de pérdida celular causado por la inhibicidn

los receptores tipo NMDA sin afectar el grosor de la capa.

6.2 EFECTO DEL MK-801 EN LA MUERTE APOPTOTICA DENTRO DE LA
CORTEZA CEREBELAR DURANTE EL DESARROLLO POSTNATAL

Para determinar el efecto del MK-801 en la cantidad de células con caracteristicas
apoptéticas, como la condensacion de la cromatina y la fragmentacion del ADN, en el
cerebelo de rata durante el desarrollo postnatal, cortes de cerebelo fueron tenidos con
Hoechst y con TUNEL.

El numero total de células que muestran condensacion de ADN, en un area

correspondiente a las tres capas de la corteza cerebelar de la misma folia, muestra una



[ ¢4

P12 P16

Figura 9. Efecto del MK-801 en lamorfologia de les capas de la corteza cerebelar de reta durarte el desarrollo postnatal. Cortes parasa-
gitales de cerebelos obtenidos de ratas tretadas can solucion safina (C) 0 con MK-B01 (0.5 mg/Kg de peso) (MK) dursnte tres dias consecutivos,
como se describe en métodos. Los cortes fueron tefiidos con Hemetaxilina-Eosina a los tiempos indicadss. CGE, capa granular externs; CGI,

capa grenutar iterna. Las barras corresponden & 50 um.



C MK

Grosor (pm). ~ Célulasimm’ Grosor (um) Células/imm?
4 DPN 140+24 31068.3 + 1480.1 159 +24 34383.9+ 6140
8 DPN 11.7+13 36839.9 + 0.0 17.1+ 08" 37883.7 + 10915
12 DPN 121 +04 27261.5 + 1079.3 9.0 +1.0° 30945.5+ 9086
16 DPN 56+0.6 25343.1 + 8594 6.3+0.7 22591.4 + 286.0°

Tabla 2. Efecto del MK-801 en el grosor y en el niumero de células (por mm?) que presenta la CGE
{capa granular externa) durante el desarrotlo postnatal de la rata. Valores obtenidos del analisis de tos
cortes parasagitales teflidos con Hematoxilina-Eosina como se describe en la figura 9. Se examind una area
correspondiente a la misma folia de tres cortes seriados de cada uno de los tres animales tratados para
cada condicién. Los valores se expresan como el promedio_+ el error estandar. " p < 0.03; ®p<004;p<
0.05; con respecto al control.

clara tendencia a disminuir con el desarroilo postnatal (Fig. 10 y 11). Durante la primera
semana postnatal se observa una gran cantidad de células con ADN condensado, por
mm? de corteza cerebelar (4 DPN, 748.3 + 70.1 y 8 DPN, 8429 + 33.4), que se reduce
dramaticamente a menos de un tercio hacia el 12 DPN (229.3 + 14.5). A 16 DPN la
cantidad de nticleos condensados disminuye ligeramente con respecto a 12 DPN, pero sin
mostrar diferencia significativa y hacia 25 DPN la condensacion de nucleos se reduce a
niveles muy bajos (48.3 + 0.6). Por otra parte, el tratamiento con MK-801 reduce
significativamente el nimero de ntcleos condensados a 8 DPN (652.1 +35.9) y 25 DPN
(35.4 + 2.4) y los incrementa a 16 DPN (de 182.8 + 14.2a 295.7 + 9.8).

En funcidn a que analizar las 3 capas de la corteza cerebelar de manera
simultanea podria no reflejar alteraciones importantes en alguna de éstas por efecto de!
MK-801, decidimos examinar las diferentes capas cerebelares de manera independiente.

Este andlisis revela que, en todas las etapas de desarrollo exploradas en este
trabajo, es la CGE la capa que presenta el mayor nhumero de nucleos condensados

(excepto al 25 DPN, tiempo en la que esta capa desaparece) mientras que el menor
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Figura 10. Ffecto del MK-801 en 1a condensacion nuclear dentro de la corteza cerebelar de rate durante el desarrollo postnatal. Cortes
parasagtales de cerebelos ottenidos de ratas tratadss con solucidn safina (C) 0 con MK-801 (0.5 mgiKg de peso) (MK) durante tres dias conse
cutivos como se describe en métodos. Los cortes fueran tefidos con Hoechst (0.1 %) a los tiempos indicados y observados bajo epitiuorescen-

cia. Las cebezas de flecha indican nicleos con cromatina condensada; las barras corresponden a 50 um.
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Figura 11. Efecto de! MK-801 en el nimero de células con ADN condensado dentro de la corteza
cerebelar en el desarrollo postnatal de la rata. Valores obtenidos del analisis de los cortes parasagitales
tefidos con Hoechst como_se describe en la figura 10. La cantidad de nuicleos condensados se determind
contando un area de 1 mm°® correspondiente a la misma folia de tres cortes senados de cada uno de los tres
animales examinados para cada condicion. Los valores se expresan como el promedio + el error estandar. *
p < 0.015; ** p < 0.035; con respecto al control.

numero se encuentra en la CG! (Tabla 3). En los animales tratados con MK-801 se
observa que la cantidad de nlcleos condensados disminuye significativamente en la CGE
a 12 DPN, en el caso de la CM a los 8 y 25 DPN, y en la CG! a 25 DPN (Tabla 3). Este
tratamiento produce un incremento significativo en la cantidad de nlcleos condensados a
16 DPN tanto en la CGE como en la CGl (Tabla 3).

Aparentemente, bloquear los receptores a glutamato tipo NMDA puede modular de
menera diferencial la cantidad de células con ADN condensado en las diferentes capas de
la corteza cerebelar dependiendo del estado de desarrollo del cerebelo. Es interesante
notar que de acuerdo a estos resultados, existe una dependencia de glutamato de las
NGC en la CGE y CM del cerebelo a 8 DPN, esto es, antes de que las fibras musgosas se

consideren activas (12 DPN). Por otro lado, la condensacion de ADN no es una
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CGE cMm ca! CGE cMm cal
4DPN 1384.2+ 1554 480.6+27.0 380.0+33.9 11352+ 179.4 530.6 +31.0 313.7+37.2
8 DPN 1248.1+ 860 831.8+422 4862+90.7 806.7 + 147.1  561.6 + 10.8° 332.6 + 31.7
"12DPN 5427+ 164 1485+248 395+ 2.1 382.6+ 37.3° 2018+236 47.9+ 7.7
16 DPN 3638+ 552 167.0+ 45 500+ 23 6819+ 453" 19244407 869+ 95°
25 DPN nd. 1237+ 85 410+ 20 n.d. 736+ 86° 29.8+ 06"

Tabla 3. Efecto del MK-801 en el nimero de células con ADN condensado {(por mm?) en cada una de
{as capas de la corteza cerebelar durante el desarrollo postnatal de rata. Valores obtenidos del analisis
de los corles parasagitales tefidos con Hoechst como se describe en la figura 10. La cantidad de nicleos
condensados se determind contando un area de cada capa (CGE, CM y CGI) correspondiente a la misma
folia de tres cortes seriados de cada uno de los tres animales tratados para cada condicién. Los valores se

expresan como el promedio + el error estandar. n.d.. no detectados; * p < 0.01: *p <0.015; ¢ p<0.02;¢ p<
0.05.

caracteristica exclusiva de fendmenos apoptdticos y puede asociarse a otros eventos
celulares como la proliferacién o a un déficit energético, por lo que no se puede asegurar
que el efecto del MK-801 en la condensacion nuclear observada refleje Unicamente la
sobrevivencia celular. Por esto, es necesario determinar otras caracteristicas apoptodticas,
como la fragmentacion del ADN, y comprobar si realmente los cambios observados en la
condensacion nuclear reflejan de manera cercana eventos de naturaleza apoptotica.
Usando la técnica de TUNEL encontramos una tendencia similar a la observada al
utilizar la tincion de Hoechst, ya que el nimero de células con ADN fragmentado en los
animales control tiende a disminuir durante el desarrollo y se observa un maximo hacia et
& DPN (Fig. 12 y 13). Al igual que con la tincién de Hoechst, el MK-801 produce una
respuesta diferencial en funcion a la edad reduciendo la cantidad de nucleos positivos a
TUNEL a 8 DPN y mostrando un incremento a 16 DPN,
Existen algunos reportes que sugieren la presencia de fragmentacion de ADN en células
de cerebelo de rata durante el desarrollo. En este sentido, nuestros resultados son
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consistentes con el estudio de White y Barone (2001), quienes determinan que los niveles
mas altos de fragmentacion enf el cerebelo de rata durante el desarrollo se encuentran en
los primeros 10 dias del desarrollo postnatal, con un maximo a los 10 DPN, y una clara
disminucién hacia 14 DPN y los dias siguientes. Sin embargo, nuestros resultados difieren
de los obtenidos por Monti y Contestabile (2000) ya que en su estudio no se reportan
cambios significativos en la cantidad de ADN fragmentado durante las dos primeras
semanas del desarrollo postnatal. Cabe mencionar que en su estudio, Monti y
Contestabile determinan la cantidad total de ADN fragmentado en homogenados de
cerebelo, sin tomar en cuenta el gran incremento en peso que éste sufre durante la
segunda semana del desarrollo postnatal. Esto podria enmascarar la reduccidon en la
cantidad de ADN fragmentado durante el desarrollo postnatal encontrada tanto en este
trabajo como por White y Barone (2001), ni aporta informacion de la posible distribucion
del proceso apoptdtico. Al comparar los resultados obtenidos con ambas técnicas,
encontramos que el total de nucleos condensados es significativamente mayor que el total
de nucleos positivos a TUNEL. Esto parece reflejar una clara diferencia en la sensibilidad
entre ambas técnicas. La técnica del Hoechst nos es util para determinar cuando la
cromatina de una célula se encuentra condensada y parece ser mucho mas sensible que
el TUNEL. El Hoechst es sumamente permeable y su capacidad para tefir material
nuclear sélo depende de su intercalacion en el ADN. Por otra parte, la técnica del TUNEL
que solo determina la presencia de ADN condensado, requiere que los cortes sean
permeabilizados para permitir el acceso a los reactivos y la deteccidn de ADN
fragmentado depende de la actividad adecuada de una enzima (deoxinucleotidil terminal
transferasa, TdT).

Al analizar los resultados de condensacion y fragmentacion de ADN obtenidos en

este estudio, observamos que los patrones de ambos grupos presentan algunas
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rteza cerebelar de rata durante el desaolio postnatal. Cortes
0 con MK-801 (0.5 mg/Kg de peso) (MK) durante tres cias consg
y observados bajo epifiucrescencia. Las
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Figura 13. Efecto del MK-801 sobre el niumero de células con ADN fragmentado dentro de la corteza
cerebelar durante el desarrollo postnatal de la rata. Valores obtenidos del anahsis de los cortes
parasagitales tefiidos con TUNEL como se describe en la figura 12. La cantidad de células positivas a
TUNEL se determiné contando un area correspondiente a la misma folia de dos cortes senados de uno de
los animales tratados para cada condicién.

diferencias, basicamente durante la primera semana de desarrollo postnatal. En este
periodo (4-8 DPN) se detectan los niveles mayores en la cantidad de nucleos con ADN
condensado (Fig. 10), pero la cantidad maxima de nucleos con ADN fragmentado se
encuentra a 8 DPN (Fig. 13). Independientemente de que la fragmentaciéon de ADN es
sensiblemente menor que la condensacién, particularmente en estadios tempranos de
desarrollo, el maximo evento de condensacion y el maximo de fragmentacion se observan
a 8 DPN (Fig. 10 y 13). Estos resultados sugieren, que en esta etapa hay una poblacion
de células con ADN condensado que corresponderian a un evento apoptético y otra
poblacién que estd en un evento proliferativo. Se sabe que en la rata las NGC

experimentan eventos de proliferacion entre los 5-15 DPN, con una marcada intensidad
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en los primeros 10 dilés (Altman, 1972). Asi, la alta incidencia de condensaciéon nuclear
que se observa durante este periodo puede ser resultado de eventos mitéticos. Cabe
resaltar que el maximo de células con ADN fragmentado dentro de la corteza cerebelar de
rata que se observa alrededor de 8 DPN es consistente con el andlisis espacio-temporal
de muerte fisioldgica durante el desarrollo del SNC realizado por White y Barone (2001)
en rata.

Es interesante que inhibir los receptores a glutamato tipo NMDA justo antes de 8

DPN (5%8 DPN) sea capaz de reducir la cantidad de células en proceso apoptoético (Fig. 11

sy 13). Este tratamiento no sélo disminuye la cantidad de células con ADN condensado y

o 55fragmentado, también incrementa significativamente el grosor de la CGE. Se sabe que

entre los 5-8 DPN se forman las primeras sinapsis entre las NGC y las fibras musgosas,
pero se ha propuesto que estas conexiones comienzan a ser funcionales hasta los 10-12
DPN (Arsenio-Nuiiez y Sotelo, 1985; Burgoyne y Cambray-Deakin, 1988), por lo que no
se esperaria un efecto tan significativo de la inhibicion de la transmisién glutamatérgica
sobre las NGC antes de este evento (5-8 DPN). Existen dos puntos importantes que
pueden ser de utilidad para explicar este efecto del MK-801. Por una parte se ha descrito
que el NMDA es capaz de despolarizar NGC premigratorias en cortes organotipicos
obtenidos de cerebelo de rata durante el desarrollo postnatal (Garthwaite et al, 1986;
Garthwaite et al, 1987). Por otro lado, se ha sugerido que en las NGC se incrementa la
sensibilidad a NMDA antes de su migracion y que posiblemente, una liberacién paracrina
de glutamato, que actua sobre los receptores NMDA, modula la migraciéon, sinaptogénesis
y la subsecuente eliminacion de sinapsis de estas células (Pearce et al, 1987; Rabacchi et
al, 1992; Komuro y Rakic, 1993; Rossi y Slater, 1993). Por lo anterior, es probable que las
NGC de rata, durante la primera semana de desarrollo postanatal, sean capaces de

responder a glutamato, y es también posible que la fuente de éste, sean las mismas NGC.
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Asi, el MK-801 podria inhib'!ry'uriavs'eﬁal paracrina de caracter glutamatérgico en las CGE,
inhibiendo también los,‘rni\‘/ejles' faltos de muerte apoptética observados a 8 DPN. Estos 7
resultados sugieren que de‘ existir una liberacidon paracrina, o de otro tipo, de glutamato no
solo estaria asociada a la regulacion de procesos de migracion, sinc que en esta etapa
temprana de diferenciacion de las NGC también se podria regular la sobrevivencia.

Es interesante notar que en una etapa un poco mas avanzada de desarrollo del
cerebelo, hacia 16 DPN, la inhibicién previa de los receptores tipo NMDA (entre 13-16
DPN) incrementa la cantidad de ceélulas apoptéticas (con ADN condensado y
fragmentado; Fig. io y Fig. 13) en la corteza cerebelar, y reduce e! numero celular dentro
de la CGE y de la.CGl. En este caso, es probable que el efecto sobre la sobrevivencia
celular éea él resﬁltadb de interferir con el soporte trofico de la porcion glutamatérgica de
fas fibras musgosas, como se ha sugerido (Gallo et al, 1987; Balazs et al, 1988; Balazs et
al, 1992). Recientemente Monti y Contestabile (2000) exploraron el efecto del CGP (un
antagonista competitivo de los receptores NMDA) durante el desarrollo del cerebelo de
rata y encuentran que este farmaco soélo incrementa la muerte de las NGC cuando los
receptores son bloqueados de 7-11 DPN. Esta discrepancia con nuestros resultados
podria deberse al protocolo de tratamiento realizado por éste grupo. En el trabajo citado,
los autores usaron concentraciones de CGP (5-7 mg/Kg/dia) que generan niveles de
mortalidad altos (mas de un 20 %; Facchinetti et al, 1993). Ademas, el estudio solo abarco
13 dias de desarrollo postnatal, por lo que no exploran el tiempo en el que nosotros
encontramos los cambios mas significativos producidos por la inhibicion de los receptores
tipo NMDA en el desarrollo postnatal de!l cerebelo de rata (alrededor de 16 DPN). Otra
diferencia entre nuestro estudio y el referido, es que estos uitimos administran el CGP de

manera subcutanea, lo que podria ocasionar diferencias en la absorcion, y por lo tanto en
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el efecto del férmaco Las diferencnas en el tratamiento puede afectar también el tiempo

en el que se observa el efecto

Con respeclo- a’ ubncacuén de Ia muerte en el cerebelo durante el desarrollo

postnatal de la rata. Whlt ¥ Barone (2001) reportan que el maximo de células con
caracteristicas apoptéucas se encuentra a 10 DPN y lo ubican tanto en la region pre-
como postmlgratona (CGE y CGIl). Sin embargo, el grupo de Tanaka (Tanaka y
Marunouchi, 1998; Tahaka et al, 1998; Tanaka et al, 2000) sugiere que la muerte
apoptotica bajo estas mismas condiciones estaa restringida a la CGE (basicamente en la
zona proliferativa de las NGC, con un maximo a 9 DPN), a pesar de que en estudios
previos realizados en roedores se habia detectado muerte no sdélo en la CGE, sino
también en la CGl y otras regiones del cerebelo en desarrollo (Kruger et al, 1995; Wood et
al, 1993). En el presente trabajo detectamos condensacidén y fragmentacién de la
cromatina en las tres capas cerebelares (CGE, CM y CG!), en concordancia con los
resultados presentados por los grupos de Wood (1993) en ratéon y de Kruger (1995) en
rala. Esta diferencia puede explicarse en funcién a que en cultivos organotipicos de
cerebelo, como los utilizados por el grupo de Tanaka, la regionalizacion de la muerte
podria modificarse ya que el ambiente y las sefales que rodean las células de los cultivos
pueden no ser las mismas que en un animal vivo. En funcidén a los resultados obtenidos
con este tipo de cultivos, el grupo de Tanaka solamente analiza 1la CGE en el Unico
trabajo in vivo que realiza con cerebelos de ratas durante el desarrollo (Tanaka y
Marunouchi, 1998), por 1o que no se descarta la posibilidad de que exista muerte neuronal
en otras capas del cerebelo.

En cuanto a la sensibilidad de las diferentes capas del cerebelo al MK-801 durante
el desarrollo, observamos que a 8 DPN hay una tendencia a reducir la cantidad de células

con cromatina condensada en las tres capas de la corteza cerebelar (CGE, CM y CGI),

34



pero‘sélé en' la. CM las diferencias son estadisticamente significativas (Tabla 3). Estos
resultédés sugieren que bloquear los receptores NMDA en esta etapa (8 DPN), afecta
particularmente neuronas de la zona premigratoria y posiblemente, esto se vea reflejado
en la muerte de NGC en proceso de migracion, ubicadas principalmente en la CM.
Después de esta etapa, el tratamiento con MK-801 solo es capaz de modificar la
sobrevivencia celular a 16 DPN. En esta etapa, el MK-801 incrementa de manera
significativa el nimero de neuronas con ADN condensado tanto en la CGE como en la
CGi. Estos resultados concuerdan con la hipotesis propuesta por Balazs (Balazs et al,
1988; Balazs et al, 1992) que sugieren una funcion trofica para el glutamato proveniente
de las fibras musgosas en esta etapa del desarrollo de! cerebelo. Una gran cantidad de
resultados in vitro apoyan esta hipétesis (Gallo et al, 1987; Balazs et al, 1988; Moran y
Patel, 1989; Moran y Rivera-Gaxiola, 1992; Burgoyne et al, 1993; Komuro y Rakic, 1993;
Balazs et al, 1998; Moran et al, 1999).

6.3 EFECTO DEL MK-801 EN LA ACTIVIDAD DE CASPASAS DURANTE EL
DESARROLLO POSTNATAL DEL CEREBELO DE RATA

Un sustrato endogeno de las caspasas que se ha utilizado ampliamente como
marcador de la actividad de éstas proteasas durante la apoptosis es la PARP (poli-ADP-
ribosa polimerasa; 116 KDa) (Germain et al,1999). Para determinar si estas proteasas
participan activamente en la pérdida celular observada en el desarrolio del cerebelo, se
realizaron réplicas tipo Western usando un anticuerpo policlonal contra PARP. Nuestros
resultados muestran niveles altos de PARP (banda de 116 KDa) durante las dos primeras
semanas postnatales en el cerebelo de rata con un maximo a 16 DPN (Fig. 14). Esto
puede estar asociado a la necesidad de reparar el ADN durante los eventos de
proliferacién que se observa en las NGC durante este periodo. Independientemente del

incremento en la cantidad de PARP, observamos protedtisis de esta molécula que puede
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estar asociada a actividad de caspasas (fragmento de 80 KDa), con un maximo en la
densidad de la banda a 16 DPN (Fig. 14). El tratamiento con MK-801 incrementa los
niveles de PARP y muy ligeramente los niveles de fragmentacion entre 8 y 12 DPN. Esto
puede reflejar una disminucion en la actividad de caspasas al inhibir los receptores a
glutamato tipo NMDA durante esta etapa de desarrolio postnatal del cerebelo de la rata.
Este tratamiento disminuye casi por completo la banda de 116 KDa (PARP) a 16 DPN y
solo permite observar el resultado de la protedlisis de 80 KDa (Fig. 14), lo que sugiere una
gran actividad de caspasas que podria ser la responsable de la desaparicion de PARP.
Hacia 25 DPN los niveles de PARP y del fragmento son muy bajos y la administracion de
MK-801 los disminuye aun mas (Fig. 14).

Se sabe que las caspasas participan activamente en procesos apototicos
(Thornberry y Lazebnik, 1998). Para determinar la actividad de las caspasas-1, 3,8 y 9 se
emplearon sustratos fluorogénicos en homogenados de cerebelo obtenidos de ratas en
diferentes etapas de desarrollo postnatal. El incremento de fluorescencia se expresa por h
y por mg de proteina. Los resultados fueron corregidos por mg de peso de cerebelo para
minimizar el efecto del incremento en la cantidad de tejido de esta estructura durante el
desarrollo. También se realizaron réplicas tipo Western para detectar la presencia y los
niveies de las diferentes subunidades que conforman los heterodimeros activos de las
caspasas mencionadas, poniendo especial atencidon en los fragmentos activos.

Al determinar las actividades de las caspasas efectoras (1 y 3) y de las caspasas
iniciadoras (8 y 9), encontramos que todas presentan una clara tendencia a disminuir a lo

largo del desarrollo postnatal (Fig. 15).
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Figura 14. Efecto del MK-801 en los niveles de PARP en homogenados de cerebelo durante el
desarrollo postnatal de 1a rata. Réplica tipo Weslern realizada con homogenados de cerebelo de ratas a
las que se les administrd solucién salina (P) o MK-801 (0.5 mg/Kg de peso; MK) durante tres dias
consecutivos, obtenidos en los tiempos indicados. Se observa la banda que corresponde a PARP (116 KD)
y la banda del fragmento (80 KD).

Por otro lado, el MK-801 afecta de manera diferencial la actividad de éstas
caspasas bajo las condiciones analizadas. El MK-801 sélo incrementa de manera
significativa la actividad de la caspasa-1 a 8 DPN (Fig. 15 A), mientras que incrementa
significativamente la actividad de caspasa-3 a 16 y 25 DPN (Fig. 15 B). Estos resultados
muestran una correlacion muy cercana a la actividad de caspasas que sugiere la
protedlisis de PARP (Fig. 14). El tratamiento con MK-801 no modifica significativamente 1a
actividad de caspasa-8 (Fig. 15 C), pero si disminuye (8 DPN) e incrementa (12 DPN) ia
actividad de caspasa-9 (Fig. 15 D).

Para corroborar estos resultados, hemos determinado los niveles de los fragmentos
activos para cada caspasa estudiada a través de réplicas tipo Western y se ha calculado
por densitometria la intensidad de las bandas correspondientes a los fragmentos activos.
Estos resultados fueron corregidos por peso de cerebelo para hacerios comparables a las
actividades determinadas y para evitar alteraciones producidas por el crecimiento del
cerebelo.
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Figura 15, Efecto del MX-801 en [s activided de cespass-1, 3, 8 y 9 en hamogenados de cerebelo de reta dwente el desarolio postnstal.
La aclividad de las enzimas se obtienen de homogenades de cerebelo de ratas iratadas con sclucion salina (barras negras) o con MK-801 (0.5
mg/ig de peso; barras biancas) durarte tres dias consecutivas, que fueron obienidos en los tiempos indicados y la actividad de cada caspasa
fue determinada utilizando susiretos flucrescentes, como se describe métodos. Los valores son el promedio de una n=4 + el error esténdar y se
expresan como el incremento en I fluorescencia por hora y por mg de proteina, corregido por peso de cerebelo. A, caspasa-1, * p < 0 005;

B, caspasa-3;* p <0.01 y * p < 0.045; C, caspase-8, D, caspasa-9, *p« 0015y ** p < 0.03, diterencias significetivas contra el cortrol.



;Lj‘os nive‘le‘sr de ia subunidad grande (20 KDa) de la caspasa-1 tienden a disminuir
c:iruranrtq el desarrollo, y el MK-801 sélo incrementa dichos niveles a 8 DPN (Fig. 16 8B), Io
cual es: consistente con los resultados de la actividad de la caspasa-1 (Fig. 15 A).

Hésta ahora la actividad de caspasa-1 se ha asociado principalmente a procesos
inflamatorios y se ha sugerido que su paricipacion podria no ser relevante durante el
desarrollo (Kuida et al, 1995; Wang y Lenardo, 2000). Sin embargo, el grupo de Tanaka
(1998) reporta actividad de caspasa-1 en NGC de la CGE en cultivos organotipicos de
cerebelo de rata durante el desarrollo, lo que sugiere una posible participacion de esta
caspasa en procesos de muerte en el cerebelo.

Posteriormente Monti y Contestabile (2000) observaron un incremento en la
actividad de caspasa-1 a 11 DPN en el cerebelo de rata después de bloquear los
receptores NMDA" con:C'GP (entre 7-11 DPN); pero este incremento es menor que el

observado en este\tra ajq' a 8 DPN por efecto del MK-801 (tratamiento entre 5-8 DPN)

(Fig. 15 A). Esb'oéiblé'due estas diferencias se deban a que Monti y Contestabile
bloquearon los receptores NMDA en una etapa del desarrollo posterior disminuyendo asi
la cantidad de células capaces de responder al farmaco con una activacion de caspasa-1
aunado a las diferencias metodolégicas que existen entre el estudio de Monti y
Contestabile y el presente trabajo, discutidas anteriormente.

Es interesante que el MK-801 produce a 8 DPN un incremento en la actividad de la
caspasa-1 (Fig. 15 A) y disminuya a la vez eventos de muerte celular en la corteza
cerebelar. Esto puede reflejar un incremento en la muerte de células en otras regiones del
cerebelo, como los nlcleos profundos cerebelares y la materia blanca ya que tanto la
actividad como los niveles de proteina se determinaron en homogenados totales de
cerebelo. En relacion con lo anterior, se ha reportado que hay muerte masiva de células

de la materia blanca durante la primera semana de desarrolio postnatal del cerebelo de la
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Figura 16. Efecto del MK-801 en los niveles del fragmento activo de caspasa-1 en homogenados de
cerebelo durante el desarrollo postnatal de la rata. A) Réplica lipo Western realizada con homogenados
de cerebelo de ratas a las que se les administro solucion salina (P) o MK-801 (0.5 mg/Kg de peso) (MK)
durante tres dias consecutivos, obtenidos en los tiempos indicados. Se observa ia banda que corresponde a
la proenzima de caspasa-1 (42 KD) y la banda de la subunidad activa grande (20 KD). B) Los resultados
obtenidos por densitometria al analizar el fragmento activo de la caspasa-1 fueron corregidos por mg de
cerebelo y graficados. C, control; MK, MK-801.
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rata (Krueger et al, 1995). Yé'tiue en el cerebelo en desarrollo primero se forman los
contactos neuronales y pqu:tré,rjiéfmente la glia los mieliniza, es posible que un aumento en
la sobrevivencia celulvar;.:‘"ib’és.i‘cémente de NGC, detenga o retrase regionaimente la
maduracion del cereb‘evlo‘él nd formarse las sinapsis apropiadas en el momento adecuado
y esto genere un déﬁo,en la glia incrementando la muerte de estas células. Asi, los
procesos de muerte observados en células gliales podrian ser regulados por caspasa-1.

Los niveles de la subunidad grande (17 KDa) del complejo activo de la caspasa-3
presentan una tendencia a disminuir conforme se desarrolla el cerebelo, y por su parte el
MK-801 solo los incrementa a 12 DPN (Fig. 17 B). Estos resultados no correlacionan del
todo con la actividad determinada en este estudio (Fig. 15 B), ya que el incremento en la
actividad se observa a 16 DPN.

En funcidn de que en el presente estudio no se determino la actividad de caspasas

en tiempos intermedios (de 13 DPN y 25 DPN) es posible que la fragmentacion cbservada
se refleja en actividad enzimatica en este lapso.
Por otra parte, se ha sugerido que la caspasa-3 juega un papel prominente en la muerte
apoptdtica que se observa en el encéfalo en desarrollo (Kuida et al, 1996; Wang y
Lenardo, 2000). En este trabajo encontramos que la actividad de caspasa-3 aumenta a 16
DPN por efecto de la administracién de MK-801, lo que correlaciona con en el incremento
de nucleos con ADN condensado y fragmentado que se observa a esta edad (Fig. 11 y
Fig. 13). Esto sugiere un evento de muerte apoptética mediado por la privacion de
estimulacion glutamatérgica en concordancia con resultados previos realizados en
estudios in vitro (Gallo et al, 1987; Balazs et al, 1988; Moran y Patel, 1989; Balazs et
al,1992; Burgoyne et al, 1993; Alavez et al, 1996; Balazs et al, 1998; Moran et al, 1999).

En lo que respecta a la caspasa-8 y 9 sOlo se detectaron algunas formas

procesadas de estas caspasas y no las bandas correspondientes a alguno de los
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Figura 17. Efecto del MK-801 en los niveles del fragmento activo de caspasa-3 en homogenados de
cerebelo durante ¢l desarrollo postnatal de ia rata. A} Réplica tipo Western realizada con homogenados
de cerebelo de ratas a las que se les administré solucidn salina (P) o MK-801 (0.5 mg/Kg de peso) (MK)
durante tres dias consecutivos, obtenidos en los tiempos indicados. Se observa la banda que corresponde a
ta proenzima de caspasa-3 (32 KD) y la banda de la subunidad activa grande (17 KD). B) Los resultados
obtenidos por densitometria al analizar el fragmento activo de la caspasa-3 fueron corregidos por mg de
cerebelo y graficados. C, control; MK, MK-801.

42




fragmentos activos, por Ib qu'_e"r Ids resuitadoé“ referentes a las densitometrias de formas
procesadas de Ias caspasa;S y 9 pueden no reflejar de manera confiable la presencia de
caspasas activas. Al corregir los resultados de la densitometria por miligramo de cerebelo,
se observa una clara tendencia a disminuir durante el desarrollo postnatal del cerebelo de
la rata en las dos caspasas iniciadoras, caspasa-8 y 9, (Fig. 18 B y 19 B). Por otra parte,
el MK-801 parece incréf'nentar la cantidad de una de las formas procesadas en ambas
caspasas (42 KDa, caspasa-8; 32 KDa, caspasa-9) a 8, 12 y 16 DPN, principalmente a 8
DPN (Fig. 18 By 19 B).

Los resultéd'os de las actividades de caspasas sugieren que la caspasa-8 no esta
involucrada en los cambios observados al inhibir los receptores a glutamato tipo NMDA en
el proceso apoptdtico que ocurre durante el desarrotlo postnatal del cerebelo de rata.

Por el contrario, la caspasa-9 parece regular el proceso de la muerte a 8 DPN, ya
que disminuye la actividad de esta caspasa (Fig. 15 D) y disminuye la cantidad de nucleos
con ADN condensado y fragmentado (Fig. 11 y 13). Sin embargo, queda por determinar
que caspasa efectora participa en la regulacion de este proceso de muerte.

Como ya se comentd, hacia 16 DPN es clara la participacion de 1a caspasa-3 en los
eventos de la muerte apoptdtica observados en este trabajo (Fig. 15 B), no asi la
identidad de la caspasa iniciadora que regula la actividad de ésta caspasa. La caspasa-9
podria participar en este proceso ya que incrementa su actividad por efecto de MK-801 a
12 DPN. Considerando que una caspasa iniciadora tiene que activarse antes que una
caspasa efectora, es posible que al bloquear los recopteras tinpo NMDA cuando los
contactos sinapticos entre las NGC y las fibras musgosas comienzan a ser funcionales
(alrededor de 10-12 DPN) se modifique la activacion de la caspasa-9, aungue el efecto de

esta activacion sobre una caspasa efectora (caspasa-3) parece ser retardado.
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Figura 18. Efecto de!l MK-801 en los niveles de una de las formas procesadas de caspasa-8 en
homogenados de cerebelo durante el desarrollo postnatal de la rata. A) Réplica tipo Western realizada
con homogenados de cerebelo de ratas a las que se les administrd solucidn salina (P) o MK-801 (0.5 mg/Kg
de peso) (MK) durante tres dias consecutivos, obtenidos en los tiempos indicados. Se observa la banda que
corresponde a la proenzima de caspasa-3 (56 KD) y la banda de la forma procesada (42 KD). B) Los
resultados oblenidos por densitometria a! analizar la banda de la forma procesada de la caspasa-8 fueron
corregidos por mg de cerebelo y graficados. C, control; MK, MK-801.
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Figura 19. Efecto det MK-801 en los niveles de una de las formas procesadas de caspasa-9 en
homogenados de cerebelo durante el desarrolio postnatal de la rata. A) Réplica tipo Western realizada
con homogenados de cerebelo de ratas a las que se les administré solucién salina (P) o MK-801 (0.5 mg/Kg
de peso) (MK) durante tres dias consecutivos, obtenidos en los tiempos indicados. Se observa la banda que
corresponde a la proenzima de caspasa-3 (48 KD) y la banda de la forma procesada (32 KD). B) Los
resultados obtenidos por densitometria al analizar la banda de la forma procesada de la caspasa-9 fueron
corregidos por mg de cerebelo y graficados. C, control; MK, MK-801.
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VIl. CONCLUSIONES

Durante el desarrollo postnatal de la rata se presentan eventos que sugieren
procesos de muerte apoptdtica en la corteza cerebelar a los 8 DPN. La
administracion de MK-801 disminuye sensiblemente este proceso pero es capaz de

producir muerte apoptdtica a 16 DPN.

. La muerte apoptotica observada durante el desarrollo postnatal de la rata

involucra tanto como condensaciéon como fragmentacion del material nuclear.

. Los eventos de muerte observados en este trabajo involucra la fragmentacion

de PARP y la activacion de caspasas.
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Vill. APENDICE

8.1 Deshidratacion e inclusiéon en parafina

El tejido se sumerge durante 30 min en una serie de soluciones (viv) de alcohol
etilico (etanol) en agua, incrementando gradualmente el porcentaje de alcohol: 30 %, 50
%, 70 %, 80 %, 95 % y en alcohol absoluto (2x30'). Finalmente se pasa por xileno (dos

veces, 15 min) y se incluye el tejido en parafina a 60 °C durante una hora y se dejan

enfriar.

8.2 Desparafinacion y rehidratacion
Calentar los cortes a 60 °C, 1 h. Pasarlos por xileno y una serie de alcoholes en el

siguiente orden (2x3’): Xileno, etanol absoluto, 95 %, 90 %, 80 % y 70 %. Lavar con agua

y colocarlos en PBS hasta la tincion.

8.3 Hematoxilina de Harris (Humason, 1979)

Disolver 1 g de hematoxilina en 10 ml de alcohol! etilico. Disolver 20 g de alimina
de potasio (KAI(SO4)2212H20) o alimina de amonio (NHAI(SO,)2¢12H,0) en 200 ml de
agua y hervir. Agregar la hematoxilina y hervir ¥2 min. Agregar 0.5 g oxido de mercurio.

Enfriar rapidamente. Agregar unas gotas de acido acético. No guardar por mas de uno o

dos meses.

8.4 Tincion con Hoechst
A los cortes rehidratados en PBS se les elimina el exceso de liquido y se colocan
en una camara humeda. Se les agrega unas gotas de Hoechst 0.1 % y se cubren con un

pedazo de parafilm. Se incuban por 15 min. Se sacan de la camara himeda y se elimina



el exceso de Hoechst lavando con PBS (2x1'). Se monla la preparacién en PBS-glicerol
(1:9) vy sg'_qtg;erya en el microscopio de fluorescencia. Las longitudes de onda de

excitacion y‘dé emision del Hoechst son 350 nm y 460 nm, respectivamente.

  8-5 ‘TUNEL (acoplado a fluoresceina)

Cortes desparafinados y rehidratados se incuban con proteinasa K (20 ug/m! en 10
mM Tris/HCI, pH 7.4-8; por 15-30 min a 21-37 °C), se lavan 2 veces con PBS y se incuban
en Triton X~100 (0.1 % en citrato de sodio, 0.1 %) por 2 min a 4 °C. Después de esto, los
cortes se lavan 2 veces con PBS y se seca el area alrededor del corte, se agregan 50 p!
del reactivo de TUNEL del Ki} y“:se ;:u:bi'e ei corte con parafilm e incuban durante 60 min a
37 °C en camara hﬂmeda_.v.:fraj}tlscurri’dp el tiempo de incubacién, los cortes se lavan 3
veces con PBS y mc‘.‘)nta‘i"ﬁ_"e}\ Eas-él_icefol (1:9). Las longitudes de onda de excitacion y

emisién de la fluoresceina s_b‘q 495 yk51‘5. respectivamente.
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