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Resumen

RESUMEN

Los anestésicos disociativos como fenciclidina, ketamina y dizocilpina (MK801),
antagonistas no competitivos de los receptores N-metil-D-aspartato (A-NMDA), son
psicofarmacos que pertenecen a la categoria de drogas de abuso alucindgenas y
disociativas. Estas drogas pueden inducir conductas psicoticas en personas sanas y
reagudizar la clinica de pacientes diagnosticados con esquizofrenia. Sin embargo, atn no
se conocen los mecanismos responsables de los efectos neurotdxicos y conductuales de los
A-NMDA. La administracion de estas drogas en animales de experimentacion ha sido
utilizada como un modelo farmacologico para estudiar la hipotesis de la hipofuncion del
receptor de NMDA en la esquizofrenia. En animales, el efecto biolégico de MKS801 es
dosis-dependiente. Las dosis bajas inducen disturbios del comportamiento y dosis mas
altas, ademas, promueven neurotoxicidad en muchas regiones del cerebro, particularmente
en la corteza retroesplenial granular (RSG). El efecto neurotoxico de MKS801 es
sexualmente dimorfico, siendo las hembras marcadamente mas sensibles que los machos,
no obstante, la participacion de las hormonas gonadales en este cuadro es incierto. Aqui
demostramos que una sola inyeccion intraperitoneal (i.p.) de 5 mg/kg de MK801 indujo
una intensa neurodegeneracion en la RSG de ratas hembras, incluyendo abundante
cantidad de somas neuronales degenerados en la capa IV y degeneracion dendritica y
terminal en las capas I, IV y V. La neurodegeneracion inducida por MKS801 en ratas
macho fue escasa y principalmente se evidencid por la presencia de unos pocos somas
argirofilicos en la capa IV. Las ratas ovariectomizadas (OVX) no fueron perceptiblemente
diferentes a las hembras enteras, mientras que los machos orquiectomizados (ORQ)
presentaron una robusta degeneracion inducida por MKS801. La administracion de
testosterona (TP) y dehidrotestosterona (DHT) inhibi6 la toxicidad inducida por MK801 en
ratas ORQ. En ratas OVX, la DHT, pero no la TP, inhibi6 la neurotoxicidad inducida por
MKS801, mientras que en hembras enteras la DHT fue parcialmente protectora. El
tratamiento de machos enteros con benzoato del estradiol (EB) realzd perceptiblemente la
toxicidad de MK801. En conjunto, nuestros experimentos indican que los andrégenos no-
aromatizables protegen a la RSG contra la neurotoxicidad inducida por MK801 mientras
que los estrogenos contrarrestan esta proteccion. Asi, el equilibrio de los androgenos y los
estrogenos delinean el dimorfismo sexual de la RSG frente al efecto toxico de MK801.

El estudio de la neurodegeneracion inducida por MK801 (10 mg/kg) en ratas macho

enteras y ORQ revelo degeneracion terminal en las areas corticales del cerebro tales como:
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RSG, corteza retroesplenial disgranular (RSD), area mediomedial de la corteza visual
secundaria (V2MM), area lateral de la corteza visual secundaria, (V2L), corteza entorhinal
(ENT), corteza perirhinal (PRh), corteza ectorhinal (Ect), subiculum (S) y postsubiculum
(post); las cuales proyectan directamente y/o indirectamente a la amigdala. Evidencias de
otros estudios demuestran que la amigdala estaria implicada en la modulacion de la
inhibicion del prepulso de sobresalto, una medida operacional del bloqueo sensorimotor
que se altera en animales bajo efecto de drogas A-NMDA, asi como en pacientes
diagnosticados con esquizofrenia. Los genes de expresion temprana (GETs), los cuales se
expresan como respuesta a determinados estimulos y funcionan como factores de
transcripcion, se relacionan con mecanismos de plasticidad de la célula. Para estudiar si la
neurotoxicidad del MK801 induce modificaciones relacionados a la expresion de GETs en
las areas corticales que proyectan directamente e indirectamente a la amigdala, analizamos
la expresion de diversos GETs en la amigdala extendida y en las estructuras que eran
sensibles al impacto neurotoxico de MK801. A su vez, estudios anteriores indican que las
neuronas GABA¢érgicas son afectadas por las drogas A-NMDA en la hipofuncion de los
receptores de NMDA, por lo tanto, para identificar si los grupos de células que expresaron
cambios en los GETs a largo plazo eran GABAérgicas, se analizd la expresion de las
proteinas ligadas al calcio, calretinina (CR) y parvalbumina (PV) en las areas sensibles al
tratamiento de MK801. Ratas macho enteras y ORQ recibieron 1 inyeccion i.p. de MK801
(10 mg/kg) o de cloruro de sodio (0,9%) (control). Todos los animales fueron sacrificados
a los tres dias postadministracion, momento que corresponde al pico de la degeneracion
somatodendritica y terminal, se perfundieron y sus cerebros se procesaron con técnicas
immunohistoquimicas para revelar la expresion de proteinas c-Fos, FosB, EGR-1, CR y
PV. Los andlisis demostraron que los procesos neurodegenerativos inducidos por MK801
siguen una expresion prolongada de la inmunorreactividad para c-Fos en la amigdala
extendida central, asi como en su continuacion en la subdivision dorsolateral del micleo
lateral del lecho de la estria terminal. El mismo tipo de reaccion fue observado en V2L y
V2MM. Notablemente las areas corticales mas sensibles a la degeneracion terminal
inducida por MKS801, tales como RSG, RSD, V2MM, V2L y ENT, revelaron una
expresion significativamente aumentada de FosB/AFOS, y mas aun en los animales ORQ.
Estos resultados indican que el aumento de degeneracion terminal estaria relacionado con
el incremento en la induccion del GET. Sorprendentemente la expresion de EGR-1 fue
significativamente suprimida en la capa IV de RSG, la cual coincide con la misma area de

degeneracion somatica detectada por las técnicas de A-Cu-Ag y FJB, indicando que la
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muerte neuronal estaria asociada a la inhibicion de EGR-1. Estas observaciones proveen
un nuevo enfoque sobre la neurotoxicidad del MK801, sugiriendo que algunos fendmenos
reconstructivos podrian desarrollarse en estas regiones del cerebro después del tratamiento
de este A-NMDA. La sensibilidad de la RSG a los procesos neurodegenerativos induciria
una cascada de reacciones, a través de sus conexiones eferentes, que provocarian la
expresion persistente de GETs en blancos secundarios y terciarios, tales como el RSD,
V2L, V2MM, ENT y el nicleo central de la amigdala extendida, indicando que el episodio
agudo inducido por el A-NMDA, MKS801, en ratas da lugar a los disturbios graves que se
podrian asociar a los deterioros duraderos en los comportamientos en los cuales estas

estructuras estan implicadas.
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Summary

SUMMARY

The neurotoxic impact of peripherally administered psychopharmaceutical drugs
that are non-competitive NMDA receptor antagonists (A-NMDA) on the CNS is well
recognized. Prototypes of such drugs are phencyclidine (PCP), ketamine, and dizocilpine
(MK&801), all of which are dissociative anesthetics and belong to the group of
hallucinogens and dissociative drugs. These substances produce psychomimetic effects
and neurocognitive disturbances reminiscent to those of schizophrenia; however, the
mechanisms responsible are still not clearly understood. The administration of these drugs
in animals has been used as a pharmacological model to study the NMDA receptor
hypofunction-hypothesis of schizophrenia. In animals, the biological effect of MK801 1is
dose-dependent. Low doses induce behavioural disturbances and higher doses, in addition,
promote neurotoxicity in many brain regions, particularly the granular retrosplenial cortex
(RSG). The neurotoxic effect of MK801 is sexually dimorphic, being females markedly
more sensitive than males, however the involvement of gonadal hormones has been
elusive. Here we show that a single intraperitoneal injection of MK801 (5 mg/kg) induced
overt neurodegeneration in the RSG of female rats, including abundant somatic
degeneration in layer IV, and somatodendritic and terminal degeneration in layers I, [V and
V. MKS801-degeneration in males was scarce and mainly evidenced by the presence of few
argirophilic somas in layer IV. Ovariectomized rats (OVX) were not significantly different
than intact females, while orchiectomized rats (ORQ) showed robust MK801-toxicity.
Testosterone (TP) and dihydrotestosterone (DHT) inhibited MK801-toxicity in ORQ rats.
In OVX rats only DHT, but not TP, prevented MK801-induced degeneration, while in
intact females DHT was only partially protective. Treatment of intact males with estradiol
benzoate significantly enhanced MKS801-toxicity. Altogether, our experiments indicate
that non-aromatizable androgens protect RSG from MKS801-toxicity, while estrogens
counteract this protection. Thus, the balance of androgens and estrogens delineate the
sexual dimorphism of the RSG to the toxic effect of MK801.

The study of the neurodegeneration induced by a higher dose of MK801 (10 mg/kg)
in intact and ORQ male rats revealed terminal degeneration in cortical areas of the brain
such as the RSG, disgranular retrosplenial cortex (RSD), secondary visual cortex
mediomedial area (V2MM), secondary visual cortex lateral area (V2L), entorhinal cortex
(ENT), perirhinal cortex (PRh), ectorhinal cortex (Ect), subiculum (S) and postsubiculum
(Post); some of which project directly and/or indirectly to the amygdala. Evidences from

other studies show that the amygdala is involved in the modulation of prepulse inhibition
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of startle, an operational measure of sensorimotor gating which is altered in animals under
the effect of A-NMDA drugs, as well as in patients with schizophrenia. Immediate early
genes (IEGs), which are early expressed in a response to a stimulus and function as
transcription factors, are related to mechanisms of cell plasticity. In order to study if the
neurotoxicity of the A-NMDA drug, MK801, induced long term changes related to the
expression of the IEGs in cortical areas that project direct and indirectly to the amygdala,
we analyzed the expression of different IEGs in the extended amygdala and in structures
that were senstive to the neurotoxic impact of MK801. Also, previous studies indicate that
GABAergic neurons are affected by A-NMDA drugs in the hypofunction of the NMDA
receptors, therefore, in order to identify if the cell groups which expressed long term
changes were GABAergic, the expression of the calcium binding proteins, Calretinin (CR)
and Parvalbumin (PV), were analyzed in areas sensitive to the treatment of MK801. Male
intact and ORQ rats received 1 ip injection of MK801 (10mg/kg) or sodium chloride
(0,9%). All animals were sacrificed three days later which is the peak of somatodendritic
and terminal degeneration in the brain, perfused and processed for c-Fos, FosB, EGR-1, Cr
and PV protein expression. The following analyses showed that the degenerative
processes induced by MK801 follow a protracted expression of immunoreactivity for c-Fos
in the central extended amygdala, particulary the central subdivision of the central lateral
amygdaloid nucleus, as well as its continuation in the dorsolateral subdivision of the lateral
bed nucleus of the stria terminalis. The same type of reaction was observed in V2L and
V2MM. Interestingly, the cortical areas more sensitive to the terminal degeneration
induced by MK801, such as RSG, RSD, V2MM, V2L and ENT, revealed a significantly
increased expression of FosB/AFOS, and even more so in ORQ vs intact males. These
results suggest that the terminal degeneration would be related to the induction of this IEG.
Surprisingly, the expression of EGR-1 was significantly suppressed in layer IV of the
RSG, which coincidently is the same area where somatic degeneration was detected by
both A-Cu-Ag and FJB techniques, indicating that the neuronal death would be associated
with the inhibition of EGR-1. These observations suggest that some reconstructive
phenomena occur in at least these brain regions after MK801 treatment, indicating that the
RSG is the most sensitive area to the neurodegenerative processes, and that the efferent
connections of these neurons would bring on a cascade of reactions that induce the
persistent expression of IEGs in secondary and tertiary targets , such as the RSD, V2L,
V2MM, ENT and the central nucleus of the extended amygdala, suggesting that an acute
psychotic episode in rats gives rise to grave disturbances that could be associated with

lasting impairments in behaviors in which these structures are involved.
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Abreviaturas

ABREVIATURAS

En el proceso de evaluacion microscopica del material histologico del sistema
nervioso central obtenido de los animales utilizados, se ha seguido la parcelacion y
nomenclatura propuesta en la Gltima version editada del atlas estereotaxico de la rata por
Paxinos y Watson (198). A los fines de evitar confusiones idiomaticas, las siglas
asignadas a las estructuras neuroanatomicas (inicialmente entre paréntesis) corresponden
a la de los nombres de las estructuras asignados en inglés. Asi, por ejemplo, las siglas
correspondientes al “Nucleo del lecho de la estria terminal lateral” serdn BSTL, derivadas

de la denominacion en inglés “Bed nucleus of the stria terminalis, lateral”.

ac: Comisura Anterior

Acb: Nucleo accumbens

Ach: Acetilcolina

A-Cu-Ag: Técnica amino cupro argéntica

AD: Ntcleo taldmico anterodorsal

AEX: Amigdala extendida

AHI: Area amigdalohipocampal

op: subtipo a; del receptor adrenérgico

AMPA/KA: AMPA/kainato

A-NMDA: Antagonista del receptor n-metil-d-aspartato

APir: Area de transicion amigdalo-piriforme

APT: Nucleo pretectal anterior

ARNm: Acido ribonucleico mensajero

Au: Corteza auditiva

BL: Nucleo amigdalino basolateral

BMA: Nucleo amigdalino basomedial, division anterior

BOP: Bulbo olfatorio principal

BSTL: Nucleo del lecho de la estria terminal lateral

BSTLd: Nucleo del lecho de la estria terminal lateral division dorsal
BSTLp: Nucleo del lecho de la estria terminal lateral division posterior
BSTLv: Nucleo del lecho de la estria terminal lateral division ventral
BSTM: Nucleo del lecho de la estria terminal medial

BSTMA: Nucleo del lecho de la estria terminal medial division anterior

BSTMP: Nucleo del lecho de la estria terminal medial division posterior
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BSTS: Nucleo del lecho de la estria terminal supracapsular
CA1l: Campo CAI1 del hipocampo

CA3: Campo CA3 del hipocampo

CaBP: Proteinas ligadas al calcio

Ca"™: 16n calcio

CeL: Nucleo amigdalino central, area lateral
CeLCn: Nucleo amigdalino central division central
CeLC: Nucleo amigdalino central division capsular
CeM: Nucleo amigdalino central, area medial
CeMAD: Ntcleo Amigdalino central division medial anterodorsal
cc: Cuerpo calloso

cg: Cingulo

CINa: Cloruro de sodio

CPu: Caudado putamen

CR: Calretinina

Cst: comisura de la estria terminali

DHT: Dehidrotestosterona

DG: Giro dentado

dhc: Comisura dorsal hipocampal

DT: Area de transicion peduncular dorsal

EB: Benzoato de estradiol 6 estrogeno

ECT: Corteza ectorhinal

EGR-1: Early growth response 1

ENT: Corteza entorhinal

FJB: Fluoro-Jade B

FR2: Corteza frontal dorsomedial

fm;j: Cuerpo calloso forceps mayor

Ga: Subtipo GABA, del receptor de GABA
GABA: Acido y-aminobutirico

GETs: Genes de expresion temprana

GFAP: Proteina acida glial

Glu: Glutamato

GP: Globo palido

SHT: Serotonina
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HSP72: Heat shock protein 72

ic: Cépsula interna

IG: Induseum griseum

1.p.: Intraperitoneal

LD: Nucleo talamico lateral dorsal

LOT: Nucleo del tracto olfatorio lateral

LP: Nucleo taldmico lateral posterior

M2: Corteza motora secundaria

m3: Subtipo ms del receptor colinérgico muscarinico
MKS801: Dibenzocicloheptenimina o dizocilpina maleato (5-methyl-10,11-dihydro-5H-
dibenzo[a,d]cyclohepten-5,10-imine maleate

Me: Nucleo amigdalino medial

MeAD: Nucleo amigdalino medial anterodorsal
MeAV: Nucleo amigdalino medial anteroventral
MePD: Nucleo amigdalino medial posterodorsal
MePV: Nucleo amigdalino medial posteroventral.
MT: Area de transicion peduncular medial
NIDA: Instituto Nacional para el Abuso de Drogas de EEUU
NMDA: N-metil-d-aspartato

NE: Norepinefrina

Opt: Tracto optico

OT: Nucleo del tracto 6ptico

Or: capa de Orions del hipocampo

ORQ: Orquiectomizado

OVX: Ovariectomizada

PCP: Fenciclidina

PIR: Corteza piriforme

PLCO: Nucleo amigdalino cortical pdsterolateral
PoDG: Capa polimorfica del giro dentado

Post: Postsubiculum

PRh: Corteza postrhinal

PV: Parvalblimina

RSD: Corteza retroesplenial disgranular

RSG: Corteza retroesplenial granular
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RSGa: Corteza retroesplenial granular a
RSGb: Corteza retroesplenial granular b
Rt: Nucleo talamico reticular

o: Sitio sigma

S: Subiculum

S1: Corteza somatosensorial primaria
S2: Corteza somatosensorial secundaria
SC: Coliculo superior

scc: Esplenio del cuerpo calloso

SNC: Sistema nervioso central

st: Estria terminali

TeA: Corteza de asociacion temporal
TP: Propionato de testosterona

TTd: Taenia tecta dorsal

TTv: Taenia tecta ventral

vh: Vehiculo

VIMM: Corteza visual primaria medial
V2L: Corteza visual secundaria lateral
V2MM: Corteza visual secundaria mediomedial
VL: Ventriculo lateral

Zn "% 16n zinc
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CAPITULO 1
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Capitulo 1: Introduccion

Uso recreacional de los anestésicos disociativos

Las sustancias psicotropicas son agentes quimicos que actuan sobre el sistema
nervioso central (SNC) cambiando la percepcion, el estado de d&nimo, el comportamiento
y el grado de conciencia. A lo largo de la historia, diferentes culturas han utilizado estas
sustancias con el proposito de alterar deliberadamente el estado de la mente. En la
actualidad, muchos psicotropicos son utilizados en medicina para el tratamiento de
diversas condiciones neuroldgicas o psiquiatricas (psicofarmacos), pero ademas, el uso de
drogas psicoactivas con fines “recreativos” es un fendémeno frecuente. Los psicotropicos
disociativos como ketamina y fenciclidina son un ejemplo (114, 213). La fenciclidina o
PCP distribuida por Parke Davis, fue comercializada bajo el nombre de Sernyl en 1957
como anestésico hospitalario, pero, debido a los fuertes efectos alucindgenos y
psicoticomiméticos secundarios fue retirado del mercado en 1965. Comienza entonces a
venderse bajo el nombre de Sernylan para su uso veterinario, pero en 1978 debido a la
extension de su uso como droga recreacional en los ambientes “underground” (donde se
lo conoce como “pildora de la paz”, “polvo de angel” o “superpasto”) se prohibe también
su uso en veterinaria. La ketamina, sintetizada por Calvin Stevens en 1962 con la
intencion de sustituir al PCP por un producto mas seguro y médicamente mas util, fue
introducida en la clinica hospitalaria en 1970 y poco después fue ampliamente utilizada
en la guerra del Vietnam. Actualmente continta teniendo uso médico, especialmente en
pediatria y geriatria y también se utiliza en la clinica veterinaria (117). Por otro lado, la
ketamina a dosis subanestésicas es un agente psicodélico, y su uso como droga
“recreacional” comenz6 a ser cada vez mas popular (116). Probablemente, el mas
renombrado usuario haya sido J. C. Lilly (famoso por sus aportes a la psicologia y por ser
pionero en el estudio de la inteligencia y la comunicacion de los delfines), quien
descubri6 las propiedades de la ketamina cuando le fue prescrita por un médico amigo
para tratar migrafias recurrentes que padecia (la ketamina tiene un alto poder analgésico).
A partir de entonces continué con el uso diario de la droga durante semanas, siendo
internado tiempo después en un centro psiquiatrico por psicosis paranoide (114). Lilly
cuenta sus experiencias bajo el efecto de ketamina en su obra autobiografica "The
Scientist" (144).

Si bien la dependencia fisica a ketamina o PCP no esté clinicamente constatada, si
se han reportado casos de fuerte dependencia psicoldgica, o el desarrollo de tolerancia no

reversible o escasamente reversible (147). Un problema adicional al consumo habitual de

11
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Capitulo 1: Introduccion

PCP o ketamina es la aparicion de ataques de panico y ansiedad, problemas de memoria,
dificultades de concentracion y una alta incidencia de conductas psicoticomiméticas (119,
141). Dichos efectos son muy duraderos, persistiendo incluso por meses o afios luego de
haber suspendido el consumo (8, 119). Bajo los efectos de los anestésicos disociativos, la
persona puede perder el control de sus actos durante varias horas, llegando incluso a
perder la memoria y la conciencia. Esto puede generar situaciones enormemente
peligrosas, sobre todo si se tiene en cuenta la capacidad analgésica de estas drogas. Se ha
reportado que bajo los efectos de anestésicos disociativos personas deprimidas buscan el
suicidio y personas agitadas se vuelvan agresivas o muy violentas.

Desafortunadamente, el uso indebido de PCP y ketamina con el fin de
experimentar sus efectos psicodélicos es cada vez mas habitual en fiestas y discotecas
(93, 148, 169, 264). En una encuesta realizada en Estados Unidos en 2006 se reveld que
187.000 jovenes de 12 afios o mayores habrian abusado de PCP por lo menos 1 vez

dentro del ano (National Survey on Drug Use and Health, http://www.samhsa.gov/). Por

su parte, en su estudio publicado en 2007, el Instituto Nacional para el Abuso de Drogas
de EEUU (NIDA, Monitoring the future survey: hitp : // www. drugabuse. Gov / infofacts
/ hallucinogens. html ) muestra que el 0,9% de los estudiantes del Gltimo afio escolar
habian abusado de PCP por lo menos una vez dentro del afio escolar. Si bien no existen
cifras oficiales del consumo no médico de estas sustancias en Argentina, el aumento de su
abuso ha sido apuntado por los medios de comunicacion en articulos como “Una droga
animal” (La Voz del Interior, 13-01-2008), lo que indica que también en nuestro pais el
mal empleo de estas sustancias es cada vez mas popular. Estas observaciones indican que
el abuso de los anestésicos disociativos es un creciente problema social y médico.

Por otro lado, el hecho que los anestésicos disociativos generen conductas que se
asemejan a las observadas en desordenes psiquiatricos (ver mas adelante), ha despertado
el interés de la comunidad cientifica por encontrar los mecanismos andtomofuncionales
que subyacen al efecto de estas drogas como una posible via para esclarecer patologias

psiquidtricas humanas.

12

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com



http://www.samhsa.gov/
http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

Capitulo 1: Introduccion

Antagonistas no competitivos del receptor NMDA: PCP, ketamina y MK801

En 1982 la dibenzocicloheptenimina o maleato de dizocilpina (5-methyl-10,11-
dihydro-5H-dibenzo[a,d]cyclohepten-5,10-imine maleate), mas cominmente denominado
MKS801, fue sintetizado y se reportaron sus potentes propiedades anti-convulsivas. Este
compuesto, al igual que la ketamina y el PCP, pertenece al grupo de psicofairmacos
arilciclohexilaminicos que son antagonistas no competitivos del receptor glutamatérgico
N-metil-D-aspartato (NMDA). El receptor NMDA es ionotropico permeable al ion
calcio (Ca™) y su activacion requiere la unidén de glutamato y glicina. Por lo tanto, los
antagonistas competitivos del receptor NMDA bloquean el sitio especifico del glutamato
o de la glicina, mientras que los antagonistas no-competitivos del receptor NMDA (A-
NMDA) se unen a sitios alostéricos o bloquean el influjo de Ca™ uniéndose a un sitio
especifico dentro del canal. Este Gltimo mecanismo de accidon caracteriza a MK801, PCP
y ketamina (270); sin embargo, el MK801 es el que posee la mayor afinidad y
especificidad por el canal i6nico, siendo entre 2 y 3 veces mas potente (119, 127, 231).

Por otra parte PCP se une a receptores sigma en el cerebro (269) y altera el
metabolismo de dopamina debido a que inhibe su recaptacion (236). Por el contrario,
MKS801 no tiene efectos sobre dopamina ni sobre los receptores sigma (231), siendo por
tanto altamente especifico para el receptor NMDA. Esta alta especificidad de MK801
por el receptor NMDA y sus casi nulos efectos ligados a otros sistemas de
neurotransmisores, lo hacen una herramienta de extrema utilidad para disecar el papel de
la neurotransmision glutamatérgica-NMDA en los cambios anatomofuncionales,

degenerativos y conductuales inducidos por drogas disociativas.

Efectos conductuales de los A-NMDA

En humanos, el efecto comportamental causado por los A-NMDA ha sido
caracterizado a través del uso de PCP y ketamina por observaciones hospitalarias o por
medio de estudios experimentales realizados en condiciones controladas (137, 138). El
PCP fue introducido en la década de 1950 como una droga para cirugia, cuyo atributo
consistia en sus propiedades analgésicas y anestésicas, sin provocar depresion respiratoria
y circulatoria. Al administrar la droga, el paciente entra en un estado donde la percepcion

del dolor se disocia de la sensacion del dolor, de alli que se denominé “anestésico
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disociativo” (61). En dosis bajas o moderadas, los efectos de la PCP incluyen un leve
aumento en la frecuencia respiratoria y una elevacion pronunciada de la presion arterial y
de la frecuencia cardiaca acompafiadas de rubor y sudor profuso. También puede ocurrir
un adormecimiento generalizado de las extremidades y pérdida de la coordinacion
muscular. En dosis altas, PCP puede reducir la presion arterial y las frecuencias cardiaca
y respiratoria.  Esto puede ir acompafiado de ndusea, vOmito, vision borrosa,
movimientos rapidos de los ojos hacia arriba y hacia abajo, babeo, pérdida del equilibrio
y mareo. El PCP fue eliminado del uso clinico debido a sus efectos colaterales negativos
que incluyen reacciones post-operatorias que se denominaron ‘“fendémenos de delirio
emergentes de anestesia” (175, 237). [Este fenomeno se caracteriza por llanto
incontrolable, excitacion, desorientacion, alucinaciones y paranoia. Las conductas
inducidas por PCP en humanos normales se asemejan a los sintomas de pacientes
esquizofrénicos, incluyendo manifestaciones tanto de signos positivos como paranoia,
alucinaciones auditivas, agitacion descontrolada, como de sintomas negativos, tales como
apatia, pobreza de pensamiento, retraimiento social y déficit cognitivos (1, 2, 119, 138,
141, 189). Estos sintomas, en algunos casos, pueden persistir 2 0 mas semanas después
de una sobredosis de la droga (119, 123, 168). En algunos casos el diagndstico de
sobredosis con PCP se hace indistinguible del sindrome esquizofrénico (143, 168), siendo
necesario para el diagnostico diferencial recurrir al andlisis con cromatografia gaseosa
para detectar PCP y sus metabolitos (119). A su vez, PCP también exacerba conductas
psicoticas en pacientes con esquizofrenia. Por estas razones, PCP fue clasificado como
droga psicotico-mimética y comenzo a ser empleada por diferentes laboratorios para
generar modelos animales de esquizofrenia (ver mas adelante). Las personas que abusan
de la PCP por periodos prolongados informan que tienen trastornos emocionales, pérdida
de la memoria, dificultades con el habla y el pensamiento, depresion y pérdida de peso.
Estos sintomas pueden persistir hasta por un afio después de haber dejado de usar la droga
(119, 149). PCP tiene efectos sedantes y la interaccion con otras drogas depresoras del
sistema nervioso central, tales como el alcohol o las benzodiacepinas puede llevar al
individuo a un estado de coma (www.drugabuse/infofact/hallucinogens). Las sobredosis
de PCP también pueden causar convulsiones, coma, y muerte (aunque la muerte
frecuentemente es el resultado de las lesiones accidentales o del suicidio que se produce
cuando el usuario esté intoxicado).

La ketamina por su parte fue inicialmente utilizada para uso veterinario, donde

sigue siendo muy popular. La administracion intravenosa de ketamina a humanos
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normales genera un sindrome caracterizado por aislamiento social, aplanamiento afectivo,
abulia, alteraciones formales del pensamiento y alucinaciones auditivas y visuales. Estas
manifestaciones parecen exacerbarse en situaciones en las que existe gran cantidad de
estimulos ambientales y se atentan con deprivacion sensorial, lo que sugiere que el efecto
de los A-NMDA podria deberse a una interferencia con el procesamiento de la
informacion. La ketamina altera la funcion ejecutiva, la afluencia verbal y la memoria
verbal declarativa (141, 155, 156, 171, 172, 188, 189). La ketamina también posee
efectos psicotico-miméticos reversibles e influenciados por condiciones como el tiempo
de exposicion, la dosis y la via de administracion. La susceptibilidad a los efectos
psicotico-miméticos de ketamina es minima o ausente en nifios y llega a ser maxima en
edad adulta temprana. La administracidén experimental de ketamina en pacientes
esquizofrénicos previamente estabilizados con antipsicoticos tipicos conlleva la
reaparicion de alucinaciones, trastornos formales del pensamiento e ideas delirantes y
genera un franco empeoramiento en la ejecucion de tareas que examinan la memoria de
evocacion y el reconocimiento. Es llamativo que estas manifestaciones se ven reducidas
con el tratamiento de clozapina, pero no con haloperidol. (141, 155, 243).

Por su parte, el MK801 nunca fue aprobado para su uso en humanos ya que en
estudios de conducta con animales mostro las mismas propiedades psicotico-miméticas
que PCP (133). Es por ello que el MK801 también tiene el potencial de ser empleado
abusivamente como droga recreacional (43), con el agravante de que poco se sabe sobre
sus efectos, dosis y menos aln, riesgos. La elevada potencia del MK801 hace mas dificil
de controlar su dosificacion cuando se compara con otras drogas similares, por lo tanto el
riesgo de sobre-dosificacion es alto. Los individuos que usaron esta droga tienden a
divulgar que la experiencia no es tan agradable como con otras drogas disociativas, y a
menudo es acompafiada por alucinaciones auditivas fuertes. A su vez, el MK801
presenta un efecto mas duradero que las drogas disociativas similares, como ketamina y
PCP, y ademas causa peores efectos de amnesia y déficit residual en el pensamiento, lo
que ha obstaculizado su aceptacion como droga recreacional. A pesar de ello, existen
evidencias de que en los ultimos afios se habria incrementado el consumo y abuso del
MKS801, habiéndose incluso reportado la muerte por la sobredosis de esta droga (175).

La administracion de A-NMDA en animales se ha empleado como modelo
farmacologico de esquizofrenia. Comparado con otros modelos animales de la patologia,
este (induccion por A-NMDA) tiene la importante ventaja de poseer un paralelo clinico

en humanos muy bien caracterizado. Ademds, a diferencia de otros modelos
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farmacologicos, como el de anfetamina, el modelo que utiliza A-NMDA no requiere una
administracion cronica para inducir la expresion de la psicosis. Otro aspecto importante
del modelo A-NMDA es que, al igual que en los humanos, los animales con A-NMDA no
responden a terapias antipsicoticas convencionales como haloperidol, pero si a clozapina
(101, 164).

En subprimates, como el macaco de la India, dosis bajas de estas drogas tienen un
efecto relajador con una leve ataxia, y normalmente monos agresivos se calman
significativamente. A dosis mds altas, los animales presentan un estado cataléptico.
Frecuentemente se produce nistagmia y salivacion marcada. Aunque los monos estan
inmoviles, pueden llegar a presentar movimientos exagerados de los miembros y de la
boca; sus 0jos continian abiertos; sin embargo, los animales son insensibles a los
acontecimientos ambientales.  Estas caracteristicas comportamentales, tales como
insensibilidad, ataxia y nistagmia son muy similares a las reportadas por altas dosis en
seres humanos (21). En la rata, los A-NMDA inducen alteraciones comportamentales
que van desde estimulacidén motora como hiperactividad y olfateo estereotipado a ataxia,
balanceo de la cabeza y enrollamiento del cuerpo en funcién de la dosis utilizada (12,
237). Administraciones repetidas de estas sustancias producen tolerancia y
sensibilizacion a conductas psicomotoras en diferentes paradigmas experimentales (238).
En los tltimos afios se han puesto de manifiesto aspectos conductuales especificos que
son alterados por estas drogas y que concuerdan llamativamente con lo observado en
humanos. Asi, se pueden describir sintomas positivos a través de actividad locomotora
(174, 180, 240) y sintomas negativos mediante pruebas de comportamiento e interaccion
social (137, 174). También déficit cognitivos funcionales pueden medirse a través de la
memoria de trabajo, el aprendizaje espacial y la inhibicion prepulso (85, 101, 120, 121,
157 158, 174, 179,). El test de la inhibicion prepulso permite una medida operacional
muy efectiva del filtro sensorial, el cual es altamente deficitario en pacientes
esquizofrénicos (28, 29, 30, 118, 174). Es de interés mencionar que en animales tanto
MKS801 como PCP o ketamina muestran un marcado efecto inhibitorio sobre este
parametro conductual (18, 19, 20, 84, 174). Mas aun, la disminucién de la inhibicion
prepulso en pacientes esquizofrénicos, o inducida farmacoldgicamente en animales por
medio de MK801 o PCP, es antagonizada por la administracion de antipsicoticos atipicos
como clozapina, olanzapina y remoxipride (18, 85, 118, 145).

En conjunto, numerosas evidencias experimentales indican que la administracion

de A-MNDA en animales induce cambios conductuales semejantes a los que caracterizan
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a los pacientes con esquizofrenia y por lo tanto son herramientas utiles para el estudio de

las bases anatomofuncionales de esa enfermedad.

Modelo de psicosis basado en la hipofuncion del receptor NMDA inducida por los

A-NMDA

Considerando que los A-NMDA inducen cuadros psicoticos similares a los
esquizofrénicos, Olney y Farber propusieron la hipotesis de la hipofuncion del receptor
NMDA para explicar cambios comportamentales en la esquizofrenia (38, 68, 193, 196).
Segin esta hipotesis, existiria una hipofuncion NMDA en neuronas GABAdérgicas
talamicas y de la banda diagonal de Broca, ello generaria un estado de hiperactividad con
la consiguiente excesiva liberacion de glutamato y acetilcolina hacia areas de proyeccion
en la corteza retroesplenial (89, 100, 129, 166, 167, 190). Se ha propuesto que esta
liberacion excesiva de neurotransmisores excitatorios y la sobre-estimulacion resultante
de neuronas postsindpticas corticales podrian explicar los disturbios cognitivos y del
comportamiento asociados al estado de la hipofuncion del receptor NMDA en pacientes
esquizofrénicos o en sujetos bajo el efecto de A-NMDA (166, 193).

En la rata adulta, con dosis de A-NMDA aproximadamente iguales a o superiores
a las necesarias para producir elevaciones detectables en la liberacion de
neurotransmisores se pueden apreciar claros signos de neurotoxicidad en el SNC.
Inicialmente, se ven cambios neurotdxicos reversibles en neuronas piramidales en la
corteza retroesplenial (194), pero si el bloqueo del receptor de NMDA se mantiene por un
tiempo prolongado, neuronas de la corteza retroesplenial y algunas otras regiones
corticales y limbicas sufren degeneracion irreversible (33, 34, 44, 65, 111). La muerte
neuronal observada luego de la administracion de A-NMDA es paraddjica ya que el
bloqueo de receptores NMDA protege del la muerte neuronal inducida por convulsiones
corticales focales, o por dafio hipoxico/isquémico (17, 48, 197, 218). Una explicacion
mecanistica para esta aparente paradoja fue propuesta por Olney y supone la
desregulacion de un complejo circuito multisinaptico (193, 196). Asi, la toxicidad no
ocurriria por la directa inhibicion del receptor NMDA en las neuronas corticales que
sufren degeneracion.  Por el contrario, su bloqueo en neuronas GABAérgicas
subcorticales, principalmente talamicas y de la banda diagonal de Broca, conllevaria a

una pérdida de control inhibitorio sobre neuronas excitatorias, tanto colinérgicas del
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telencéfalo basal como glutamatérgicas del talamo, que proyectan directamente a la
corteza. Como resultado de ello, la muerte de las neuronas de la corteza retroesplenial
ocurriria por un exceso de estimulacion a través de receptores muscarinicos y AMPA
(Figura 1). Ademas, la hipofuncion NMDA también afectaria a neuronas noradrenérgicas
y serotonérgicas que también controlan la actividad de las neuronas GABAérgicas
talamicas (69, 70, 71, 129). Un mecanismo diferente, pero también basado en una
compleja desregulacion polisinaptica ha sido propuesto para explicar la degeneracion
neuronal en el bulbo olfatorio (33), otra de las regiones altamente sensibles a los efectos
neurotoxicos de los A-NMDA. Por otra parte, dosis bajas de A-NMDA que no son
suficientes para causar muerte neuronal, promoverian cambios comportamentales a través
de una alteracion funcional de esos circuitos polisindpticos. En el caso particular de la
corteza retroesplenial, siendo que la via de salida de este circuito son las neuronas
corticales y que la actividad de las mismas estd automodulada por colaterales sobre
neuronas GABA¢érgicas corticales vecinas (Figura 1), el bloqueo de receptores NMDA de
esas neuronas inhibitorias resultaria en un descontrol excitatorio de la salida de la corteza
retroesplenial hacia los campos de proyeccion (71, 193, 194). Por lo tanto, el modelo de
circuito propuesto del Olney y Farber resulta operacionalmente util para explicar tanto el
efecto conductual de los A-NMDA como sus efectos neurodegenerativos sobre las
neuronas corticales. Sin embargo, la identificacion de los blancos neuroanatomicos
afectados por los cambios en la excitabilidad y/o degeneracion de las neuronas corticales
es fundamental para la comprension de las bases andtomofuncionales que subyacen al
efecto de los A-NMDA y, posiblemente, a patologias psiquiatricas muy complejas como

la esquizofrenia.
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AMPA/KAINATO

Banda Diagonal
de Broca

Figura 1: Trazado del circuito de la hipofuncion del receptor NMDA. Glutamato, actuando a
través de los receptores NMDA en neuronas GABAérgicas, serotonérgicas, y noradrenérgicas,
mantiene un control inhibitorio ténico sobre dos caminos excitatorios importantes que convergen
¢ inervan las neuronas de la corteza retroesplenial (RSC). La administracion sistémica de un A-
NMDA bloquea los receptores NMDA, de modo tal que suprime el control inhibitorio sobre
ambas entradas excitatorias a la neurona de la RSC. Las vias excitatorias desinhibidas
simultaneamente hiperactivan a la neurona de la RSC, creando la disrupcion cadtica de multiples
sistemas de sefializacion intracelulares, causando de tal modo el desbalance inmediato de las
funciones cognitivas asistidas por las neuronas afligidas (efectos psicotico-miméticos), y puede
producir la lesién neuronal reversible o irreversible, dependiendo de cuanto tiempo dure la
interrupcion. Este esquema se enfoca exclusivamente en las neuronas de la RSC. Se presume
que un mecanismo similar de desinhibicion y de mecanismos de circuitos y de receptores no
necesariamente idénticos a este median el dafio inducido en otras regiones corticolimbicas del
cerebro por la sostenida hipofunciéon del receptor NMDA. (+): entrada excitatoria; (—): entrada
inhibitoria; Ach: acetilcolina; NE: norepinefrina; Glu: glutamato; GABA: acido y- aminobutirico;
SHT: serotonina; ay: subtipo o, del receptor adrenérgico; Ga: subtipo GABAA del receptor de
GABA; m;: subtipo m; del receptor colinérgico muscarinico; AMPA/KA : subtipo AMPA/KA del
receptor de Glu; NMDA: subtipo NMDA del receptor de Glu; o: sitio sigma; SHT,4: subtipo
SHT,4 del receptor de serotonina. Los asteriscos indican los sitios postulados en donde las
entradas de la dopamina pueden regular presinapticamente el lanzamiento de Glu. Tomando de
Farber 2003.
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Es curioso destacar que varios trabajos han reportado que las hembras son notoriamente
mas sensibles que los machos a los efectos del MK801 y del PCP (12, 16, 34, 49, 76, 108,
112, 266, 276). Esta sensibilidad sexualmente dimorfica puede observarse claramente
por los cambios comportamentales y neurodegenerativos desencadenados por estas
sustancias. Por ejemplo, a igual dosis el efecto sedativo/anestésico de MK801 puede
mantenerse por hasta 24 hs en la hembra, mientras que los machos recuperan sus
actividades normales luego de 6 hs (observaciones personales, 276). Coincidente con
ello, una misma dosis de MKS801 es capaz de causar la muerte de gran cantidad de
neuronas en hembras, mientras que en el macho no induce toxicidad aparente (12, 16, 76,
108, 166, 176). También se han reportado diferencias entre machos y hembras en la
expresion de c-Fos en un modelo de abuso de drogas (49). Teniendo en cuenta que
MKS801 y PCP son degradados en el higado y que se han encontrado diferencias
sexualmente dimorficas a nivel de metabolismo hepatico (12, 180, 181, 228), se propuso
que las diferencias en el efecto de A-NMDA podrian ser explicadas, al menos en parte,
por esos mecanismos sistémicos que cambiarian la vida media de la droga y su
disponibilidad cerebral de manera diferente en machos y hembras. Sin embargo, la
magnitud de las diferencias sugiere la existencia de mecanismos celulares y moleculares
a nivel del SNC como el sustrato principal del efecto sexualmente dimorfico de los A-
NMDA. Interesantemente, no existen datos experimentales sobre las bases anatomicas y
funcionales de las diferencias sexuales a los efectos de las drogas de abuso (22). A modo
de ejemplo, es notable que no se haya analizado atn el posible rol de las hormonas
gonadales sobre el efecto de los A-NMDA, esos datos podrian abrir el camino para
comprender las bases del dimorfismo sexual en la respuesta a los A-NMDA y podrian
contribuir a esclarecer las bases anatomofuncionales de la diferencia sexual observada en

el consumo abusivo de drogas.

Alteraciones neuroanatomicas inducidas por MK801

En sus trabajos pioneros Olney y col (194, 195) observaron que el tratamiento
sistémico con altas dosis de A-NMDA fue acompanado de vacuolizacion neuronal en
estructuras especificas del SNC, sugiriendo un efecto neurotoxico ligado a los efectos

conductuales inducidos por los A-NMDA. Estas observaciones llevaron a la paulatina
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identificacion de las estructuras cerebrales blancos del efecto de los A-NMDA. Asi,
empleando técnicas histoquimicas como la hematoxilina-eosina fue posible identificar, en
base a la presencia de vacuolizaciones citoplasmaticas, poblaciones neuronales
vulnerables a los efectos toxicos de los A-NMDA. Estas poblaciones fueron
sistematicamente observadas en la corteza retroesplenial (74, 76, 194, 195, 227, 246),
sugiriendo que neuronas de esa area cortical son blancos primarios del efecto neurotdxico
de MK801 y otros A-NMDA. La posibilidad de que la corteza retroesplenial sea el
blanco primario del efecto neurotoxico del MK801 y otros A-NMDA fue también
confirmada mediante el empleo de técnicas inmunohistoquimicas contra la proteina
HSP72 (“heat shock protein 72), que identifica poblaciones neuronales bajo estrés, o
contra la proteina acida glial (GFAP), que sirve para identificar 4reas cerebrales con
gliosis reactiva (44, 183, 183, 226, 227). Mediante el empleo de técnicas de plata
capaces de detectar multiples elementos de desintegracidon neuronal se identificd
degeneracion neuronal inducida por MK801 no solo en la corteza retroesplenial, sino
también en las cortezas piriforme y entorhinal (33, 34, 111, 113, 190, 276). Por otra
parte, mediante el empleo de la técnica de hibridizacion “in situ” contra el RNA
mensajero de c-Fos, utilizado como marcador anatomofuncional del efecto de MK801, se
reportd un aumento moderado de la expresion en cortezas piriforme y entorhinal, la capa
III de las cortezas cingular posterior y retroesplenial, la capa III-IV de la neocorteza y el
talamo (80, 81, 134, 183, 247). El patron de expresion de FosB, otro gen de expresion
temprana de la familia del Fos, cuya expresion sostenida estaria implicada en plasticidad
neuronal, efectos a largo plazo de cocaina y cambios comportamentales debidos al
tratamiento prolongado con antipsicoticos como el haloperidol y la clozapina (41, 126,
173, 187, 215), también fue analizado luego de la administracion de MK801. Ese estudio
indica que la expresion de FosB luego de MK801 fue altamente pronunciada en las
cortezas cg y corteza retroesplenial, seguida en densidad y cantidad de expresion por la
capa IV, y en menor medida, por las capas V y VI de la neocorteza (81). El estudio de
los cambios de expresidon de estos dos genes de expresion temprana sugiere que las
alteraciones inducidas por los A-NMDA exceden a la corteza retroesplenial. Mas
recientemente, mediante el empleo de la técnica amino cupro argéntica (A-Cu-Ag) fue
posible realizar un mapeo mas detallado no solo de las dreas con degeneracion somatica,
sino también de regiones cerebrales afectadas por degeneracion terminal (33, 34). En
estos trabajos se presentd una informacion anatomica detallada y completa sobre los

efectos neurodegenerativos inducidos por MK801, confirmandose que en la rata hembra
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la degeneracidn mas prominente se presenta entre las 60-72 horas postratamiento y con
cuadros tipicos de lesiones excitotoxicas en algunas areas cerebrales, y de tipo apototico
en otras. Brevemente, las alteraciones provocadas por la accion neurotoxica del MK801
confirmaron la susceptibilidad de la corteza retroesplenial, pero ademas pusieron en
evidencia muerte neuronal en corteza piriforme (PIR), areas de transicidon peduncular
dorsal (DT) y medial (MT), taenia tecta ventral (TTv), corteza entorhinal (ENT) lateral y
medial, nicleo amigdalino cortical posterolateral (PLCO), bulbo olfatorio principal
(BOP) y giro dentado (DG). Se encontré degeneracion de terminales en corteza
retroesplenial, area de transicion amigdalo-piriforme (APir), el campo CA1 del asta de
Ammon del hipocampo (CALl), la taenia tecta dorsal (TTd), el induseum griseum rostral
(IG), las ENT medial y lateral, cingulo (Cg) anterior y posterior, areas neocorticales
sensoriales y areas parahipocampales como corteza postrhinal (PRh), perirhinal,

ectorhinal (ECT) y subiculum (S) (observaciones personales, 33, 34).

En conjunto estos estudios indican que numerosas areas cerebrales son afectadas
por el tratamiento con A-NMDA, siendo la corteza retroesplenial una estructura
particularmente vulnerable al efecto neurotdxico de los mismos. Ademads, numerosas
regiones hodologicamente relacionadas a la misma también estarian implicadas; sin
embargo, la relacion anatomofuncional entre las mismas y sus implicancias con el efecto
toxico y degenerativo con MKS801 siguen siendo pobremente entendidos. Una
comprension mas detallada de estas relaciones seria fundamental para esclarecer el rol
funcional de estas estructuras en los cambios comportamentales inducidos por los A-

NMDA.

La corteza retroesplenial

La corteza retroesplenial de la rata (a veces denomina area cingular posterior), cubre la
cara interna y algo del borde medial dorsal del hemisferio del cerebro (Figura 2 A). En
base a datos estructurales, histologicos, citologicos, inmuno-arquitectonicos y de mapeo
radioautografico de numerosos receptores, existe consenso en reconocer dos grandes
divisiones dentro de la corteza retroesplenial: la corteza retroesplenial disgranular (RSD)
y la corteza retroesplenial granular (RSG), con tres subdivisiones (RSGa, RSGb y RSGc)
definidas anatomicamente (251-254, 259, 260, 279) (Figura 2 A).
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AMIGDALA

Figura 2: Citoarquitectura y conexiones de la corteza retroesplenial. (A) Microfotografia de
bajo aumento de un corte sagital (lat. 1,13 mm) de la corteza retroesplenial y estructuras vecinas
del cerebro de la rata tefiida con la técnica de Nissl. Las lineas rojas horizontales a la capa
superficial del cerebro marcan las diferentes capas de la corteza visual secundaria mediomedial
(V2MM). Los nimeros romanos negros (I-VI) marcan las diferentes capas de la corteza
retroesplenial disgranular (RSD). Los numeros romanos rojos (I-VI) marcan las diferentes capas
de la corteza granular a y b (RSGa y RSGb). Abreviaturas: AD nucleo talamico anterodorsal;
APT: nucleo pretectal anterior; CAl: Campo CAl del hipocampo; CA3: Campo CA3 del
hipocampo; cc: Cuerpo calloso; cg: Cingulo; DG: Giro dentado; dhc: Comisura dorsal
hipocampal; fmj: Cuerpo calloso forceps mayor; LP: Nucleo talamico lateral posterior; LD:
Nucleo taldmico lateral dorsal; OT: Nucleo del tracto optico; S: Subiculum; SC: Coliculo
superior, scc: esplenio del cuerpo calloso (B) Representacion esquematica del cerebro de la rata,
tomada de Mcdonald (162) que muestra las interconexiones de la corteza retroesplenial granular
y disgranular (RSG y RSD) con campos corticales visuales secundarios medial y lateral (V2MM
y V2L), postrhinales (PRh), ectorhinales (ECT) y entorhinales (ENT), que hodoldégicamente se
comunican con el complejo gris amigdalino y sus diferentes divisiones. Abreviaturas: FR2:
Corteza frontal dorsomedial; S1: Corteza somatosensorial primaria; S2: Corteza somatosensorial
secundaria.
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En su conjunto, la corteza retroesplenial tiene una amplia gama de conexiones
que incluyen tanto areas corticales proximales y distales como asi también regiones
subcorticales. Particularmente, la RSD se conecta ipsilateralmente con la corteza orbital,
cg anterior, area visual primaria y secundaria (VIM, V2MM y V2L), Post y RSG (Figura
2 B), mientras que las conexiones contralaterales provienen de todos los sectores de la
corteza retroesplenial. Subcorticalmente las proyecciones alcanzan el claustrum, la
banda diagonal de Broca, el nucleo septal medial, los nucleos talamicos anteromedial,
laterodorsal y reuniente, el nicleo del rafe y el locus coeruleus (253). Por su parte, las
conexiones directas de la RSG incluyen proyecciones contralaterales a RSG e
ipsilaterales a RSD, cortezas visual y cg anterior, presubiculum, S rostroventral, Post e
hipocampo. Subcorticalmente se reportan conexiones de la RSG con el claustro, la
banda diagonal de broca, los nucleos talamicos anterodorsal, anteroventral, laterodorsal y
reuniente, el nicleo del rafe, el locus coeruleus y el nicleo ventral pontino (252, 254).

La corteza retroesplenial en humanos ha sido implicada en el procesamiento de la
memoria (225, 248), la navegacion espacial (268) y el estado de conciencia (257, 261).
Evidencias fisiologicas y anatomicas han confirmado el rol que tiene la corteza
retroesplenial en la integracion de la informacion espacial y visual en animales (67, 99,
125, 251, 258, 280) y han resaltado su contribucion al aprendizaje (36, 251, 255) y el
procesamiento emocional (32, 152, 153, 154, 256). Sin embargo, es evidente que la sola
disfuncion de la corteza restroesplenial no es suficiente para explicar la variedad de
alteraciones conductuales generadas por los A-NMDA. Esto queda evidenciado porque
lesiones de la corteza retroesplenial no afectan ciertas conductas que son tipicamente
alteradas por los A-NMDA y que estan alteradas en desordenes neuropsiquiatricos, como
es el caso de la inhibicién prepulso (132). Animales de experimentacidén o humanos
sufren sobresalto tras un repentino e inesperado estimulo auditivo fuerte, sin embargo, si
ese estimulo es precedido 30-500 mseg por un preestimulo apenas perceptible en similar
circunstancia ese sobresalto se reduce considerablemente o desaparece por completo, lo
que se denomina inhibicion prepulso. El proceso inhibitorio activado por el preestimulo
y la disminucion del sobresalto se utiliza como una medida operacional del filtro
sensoriomotor (28, 84, 85, 86, 105, 242). El tratamiento con A-NMDA evita la reduccion
o inhibicidén del sobresalto y ello se interpreta como una desregulacion del filtro sensorial
(18, 19, 29, 30, 85, 86). Puesto que la inhibicion prepulso estd también deteriorada en
desordenes neurospiquiatricos como la esquizofrenia, hay considerable interés en

entender las bases neuronales de esta conducta (250).
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Es interesante destacar que el bloqueo de receptores NMDA a través de
inyecciones “in situ” en la amigdala afecta la inhibicion del prepulso en ratas (73). Mas
aun, la alteracion de la inhibicidon prepulso inducida por MKS801 es revertida por la co-
administracion sistémica de antipsicoticos como clozapina (18, 19, 101, 242), los que
activan el nucleo central de la amigdala extendida (42, 206, 150, 151). Estas
observaciones hacen suponer que la amigdala estaria implicada en las alteraciones
conductuales inducidas por los A-NMDA. En linea con esta posibilidad se ha reportado
que la amigdala se conecta directa e indirectamente con la mayoria de la estructuras
afectadas por el tratamiento con los A-NMDA como las cortezas RSG, RSD, V2MM,
V2L, perirhinal, PRh, S y ENT (32, 33, 34, 260). Por todo ello, es probable que las
modificaciones funcionales y comportamentales inducidas por A-NMDA incluyan la
disfuncion del complejo amigdalino, y mas especificamente la subdivision de la amigdala
extendida central. Sin embargo, esta hipotesis requiere de una confirmacion experimental

directa.

La amigdala

Los estudios tradicionales de la amigdala dividen a este complejo en dos grandes
divisiones, la amigdala extendida y los nucleos amigdalinos corticales. En base a sus
caracteristicas citoldgicas, citoquimicas y funcionales, una revision mas reciente de este
complejo gris ha establecido 4 subdivisiones: la amigdala extendida (AEX), los nucleos
amigdalinos corticales superficiales, el complejo nuclear basolateral y, por ultimo, un
grupo de células no clasificadas (6, 55, 56).

Segun las evidencias reunidas en el cerebro de todos los mamiferos hasta ahora
estudiados, el continuo neuronal amigdalo-sublenticulo-estrial (53, 55, 60), conocido
como la AEX (7), esta conformado por dos divisiones principales, la AEX central y AEX
medial (Figura 3 A y B), cuyos nucleos principales son el nicleo amigdalino central (Ce)
y el nicleo amigdalino medial (Me), respectivamente (6, 55, 96, 97). La prolongacion de
estas dos estructuras estd conformada de un lado, por las neuronas que acompafian a la
estria terminal en su curso supracapsular, es decir, la division supracapsular del ntcleo
del lecho de la estria terminal (BSTS) (6, 54, 55,56, 161, 223); y del otro lado, por
neuronas alineadas en columnas que transcurren en el area inmediatamente subyacente al
globo palido (o palido dorsal) denominado amigdala extendida sublenticular, SLEA

(6,56). Esta hipotesis, originalmente de naturaleza puramente morfolégica y conexional,
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actualmente tiene sustento fisioldgico, neuroendocrinologico, -electrofisiologico y
comportamental (31, 39, 40, 78, 96, 97, 122, 163, 206, 222, 241). Tal como debe
esperarse de cualquier estructura que constituye una unidad morfofuncional, la division
medial y central de la AEX presentan una relativa homogeneidad a lo largo de su eje
rostro-caudal. Sin embargo, tal disposicion se halla parcialmente enmascarada por la
existencia de un cierto nimero de subnucleos internos mas pequefios. (40, 55, 56, 60,
162, 210). La division AEX medial es un gran complejo de nacleos que por un lado se
reconocen por sus relaciones hodologicas con centros hipotalamicos que regulan la
funcioén hipofisaria, nicleos viscerales del tronco encefalico y la médula espinal, y por
otro lado, sus circuitos intrinsecos de conexiones asociativas (55, 210). Las estructuras
que pertenecen a esta subdivision son: la division medial del nucleo del lecho de la estria
terminalis (BSTSM), el nucleo amigdalino medial (Me), amigdala medial anterodorsal
(MeAD) y anteroventral (MeAD) posteroventral (MEPV) y posterodorsal (MePD),
division medial del nicleo del lecho de la estria terminalis supracapsular (BSTSm) y la
amigdala extendida sublenticular medial (SLEAm) (Figura 3 B). Asi, el nicleo central de
la AEX presenta dos divisiones bien definidas, lateral (CeL) y medial (CeM) (6, 55, 56).
También conforman parte de la AEX central la division lateral del nicleo del lecho de la
estria terminalis (BSTL) y la division lateral del nucleo del lecho de la estria terminalis
supracapsular (BSTSI), entre otros (56, 161, 165) (Figura 3 A). A su vez la AEX central
establece, entre otras, conexiones reciprocas con la parte caudal del accumbens shell y
con la corteza prefrontal. Las conexiones indirectas de la corteza retroesplenial para
acceder al complejo amigdalino, mas particularmente, a la AEX central, tendria lugar por
varias rutas que inervarian a la neocorteza de asociacion visual, auditiva, gustativa y

vegetativa (62, 63).
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Estria
Terminal

Figura 3: Representacion esquematica del concepto anatomico de la amigdala extendida (AEX).
En (A) se aprecia la division central de la AEX y en (B) la division medial de la AEX.
Abreviaturas: ac: Comisura anterior; Acb: Nucleo accumbens, AHI: Area amigdalohipocampal;
BMA: Nucleo amigdalino basomedial, division anterior; BSTLd : Nucleo del lecho de la estria
terminal lateral division dorsal; BSTLp : Nucleo del lecho de la estria terminal lateral division
posterior; BSTLv : Nucleo del lecho de la estria terminal lateral division ventral; BSTMA:
Nucleo del lecho de la estria terminal medial division anterior; BSTMP: Nucleo del lecho de la
estria terminal medial division posterior; BSTS: Nucleo del lecho de la estria terminal
supracapsular; CeLCn: Nucleo amigdalino central division central; CeLC: Nucleo Amigdalino
central division capsular; CeMAD: Nucleo Amigdalino central division medial antero dorsal;
LOT: Nucleo del tracto olfatorio lateral; MeAD: Nucleo amigdalino medial antero dorsal; MeAV:
Nucleo amigdalino medial antero ventral; MePD: Nucleo amigdalino medial posterodorsal;
MePV: Nucleo amigdalino medial posteroventral. Esta figura fue tomada de: de Olmos (53).

Aparentemente, un sector de la division lateral del area visual secundaria (V2L)
seria una de las fuentes principales de proyecciones occipitales directas al complejo
amigdalino, especificamente a CeL de la AEX central.

El complejo nuclear amigdalino se encuentra interconectado por complejas vias
de conduccion organizadas topograficamente (54, 55, 56, 207, 208, 210). Estas
interconexiones amigdalinas se encuentran involucradas tanto en el procesamiento de la
informacion sensorial como también en la ejecucion de procesos emocionales (142). Asi,
se ha podido establecer que informacion sensorial originada en nucleos de empalme del
tronco encefdlico y/o aun directamente en la médula espinal, arriban al complejo
amigdalino cursando distintas vias de conduccion que hacen sinapsis en distintos nucleos
del complejo amigdalino (10, 54, 55, 210). Lo mismo sucede con la informacion
sensorial que llega desde la neocorteza sensorial (54, 55, 56, 163, 210). Es a partir de

esta llegada que conexiones amigdalinas intrinsecas, de naturaleza muy diversa, vienen a
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desempefiar un rol critico en el manejo de la informacion sensorial desembarcada a un
nucleo amigdalino, dando paso de alli en adelante a ser transmitida a otros componentes
grises amigdalinos y de este modo, a ser afectada o modulada por sistemas aferentes que
los alcanzan desde otros sistemas funcionales del cerebro (163, 207, 208). Los impulsos
sensoriales asi procesados son puestos a disposicion de los dos principales sistemas de
salida del complejo amigdalino, es decir, las divisiones central y medial de la AEX.
Numerosas evidencias indican que AEX participa en diversas formas de
comportamiento y su disfuncion estaria implicada en trastornos neurosiquidtricos
relacionados con el miedo, la angustia, la agresion, o la adiccion a drogas (9,13, 51, 135,
235). Particularmente interesante también resulta la asociacion entre la AEX y patologias
psiquiatricas como la esquizofrenia (66, 206, 239). Estudios estructurales de
neuroimagenes han determinado una reduccion del volumen de la amigdala en pacientes
diagnosticados con esquizofrenia (5, 185). A través de estudios funcionales de
neuroimagenes se ha revelado una correlacion directa entre el aumento de la actividad de
la amigdala y la intensidad de sintomas positivos en pacientes diagnosticados con
esquizofrenia (221, 244). Considerando la similitud de ciertas conductas inducidas por
los A-NMDA vy la de la esquizofrenia es posible especular que estas drogas impactan en
el funcionamiento de la amigdala. Sin embargo, los cambios neurotoxicos y
morfofuncionales inducidos por los A-NMDA en la amigdala no han sido investigados en
detalle. Por lo tanto, este trabajo de tesis ha sido disefiado para analizar de manera
sistematica y detallada los cambios andtomofuncionales inducidos por MK801, un A-
NMDA altamente especifico, en la AEX y estructuras corticales hodologicamente

relacionadas.
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HIPOTESIS

La amigdala extendida y estructuras corticales relacionadas hodolégicamente
participarian de las alteraciones anatomo-funcionales transitorias y/o permanentes
inducidas por el consumo abusivo de drogas antagonistas no competitivas del receptor

NMDA, tales como MK801, PCP y ketamina.

OBJETIVO GENERAL

Analizar en la rata la relacion entre la neurotoxicidad y los cambios morfofuncionales en
la amigdala extendida y éreas corticales del sistema nervioso central sensibles a los

efectos del antagonista no competitivo del receptor NMDA, MKS801.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Los estudios especificos de los efectos neurotoxicos de los A-NMDA se han realizado
fundamentalmente en la rata hembra. Sobre la base de nuestros trabajos previos y de la
literatura publicada sobre el efecto dimorfico de la neurotoxicidad inducida por los A-
NMDA, se decidié analizar la influencia del sexo y las hormonas gonadales sobre la
neurodegeneracion revelada, ya que no hay precedentes que hayan esclarecido este punto.
Por otro lado, el estudio de otros laboratorios sobre los cambios en la expresion de los
GET inducidos por los A-NMDA fueron realizadas en dosis sub-toxicas que no revelan
neurodegeneracion. A su vez, la caracterizacion de las neuronas involucradas en el
proceso neurotoxico inducido por los A-NMDA no se ha realizado previamente, por lo
tanto, la posibilidad de identificar las poblaciones neuronales afectadas por el efecto
neurotoxico podria dar luz a nuevos mecanismos de accion de estas drogas. Es por ello,
que el desarrollo experimental presentado en este trabajo se plante6 de manera que
integrase distintos niveles de conocimiento del efecto neurotoxico del A-NMDA,
MKS801, para construir una hipotesis de las posibles relaciones hodologicas que
participan en los efectos neurotoxicos de los A-NMDA. Para ello se plantearon los

siguientes objetivos:
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1) Caracterizar la influencia del sexo y las hormonas gonadales sobre la
neurodegeneracion inducida por MK801:
ANALISIS NEUROANATOMICO DE LA DEGENERACION NEURONAL
INDUCIDA POR MKS801
1.1.- Efectos sexualmente dimoérficos e influencia de las hormonas gonadales en la
degeneracion neuronal inducida por MK801 en la corteza retroesplenial granular de la
rata.
1.2.- Determinacion de la dosis y sobrevida de la degeneracién neuronal inducida por

MKS801 en ratas macho enteras y orquiectomizadas.

2)  Caracterizar anatomo-funcionalmente los efectos neurotdxicos inducidos por MK801 a
través del estudio de marcadores de neurodegeneracion y de la induccion de proteinas
codificadas por los genes de expresion temprana:

ANALISIS DE LOS CAMBIOS MORFOFUNCIONALES INDUCIDOS POR EL
EFECTO NEUROTOXICO DE MK801:
Estudio de la induccion de proteinas codificadas por los genes de expresion temprana: c-

Fos, FosB y EGR-1.

3)  Caracterizar fenotipicamente las poblaciones neuronales blanco del efecto toxico de
MKS01:
ANALISIS DE LOS CAMBIOS FENOTIPICOS INDUCIDOS POR EL EFECTO
NEUROTOXICO DE MK801
Determinacion de subpoblaciones de neuronas que contienen proteinas fijadoras de

calcio: Calretinina y Parvalbimina.
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CAPITULO 2
MATERIALES Y METODOS
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1) ANALISIS NEUROANATOMICO DE LA DEGENERACION NEURONAL
INDUCIDA POR MKS801
1.1 Efectos sexualmente dimorficos e influencia de las hormonas gonadales en la
degeneracion neuronal inducida por MK801 en la corteza retroesplenial granular de

la rata

Previamente, ha sido establecido que el efecto neurotoxico del MK801 es mayor
en ratas hembras que en machos. En este estudio nuestro objetivo estuvo dirigido a
determinar:
1) Silos niveles circulantes de las hormonas gonadales en ratas de ambos sexos proveian
algin grado de proteccidn o sensibilizacion contra la injuria neuronal inducida por
MKS801. Para poder realizar este analisis, se gonadectomizaron ratas de ambos sexos, y
luego del tratamiento con MKS801, se compard la neurodegeneracion inducida entre las
diferentes condiciones.
2) Si las diferencias sexuales dependian de los niveles circulantes de los estrégenos o si
los androgenos también jugaban un rol en la expresion de la neurodegeneracion. Para
ello se administraron hormonas en animales de ambos sexos, enteros vy

gonadectomizados, y tras aplicar MK801 se analiz6 la neurodegeneracion inducida.

Trabajos previos de nuestro y de otros laboratorios han determinado que la corteza
retroesplenial (RSC) de la rata es el area del SNC mas sensible a los efectos neurotoxicos
del MK801. Resultados de esta tesis demostraron mas especificamente que la
degeneracion de somas argirofilicos se localizaban en divisidon granular dentro de la
corteza retroesplenial (RSG). Por lo tanto, para determinar los efectos neurotoxicos en
relacion a las hormonas gonadales, se analizd la expresion de la neurodegeneracion

dentro de la RSG.

Animales:

Se utilizaron ratas Wistar de ambos sexos del Bioterio del Instituto de
Investigacion Médica Mercedes y Martin Ferreyra (INIMEC) de 69-80 dias de edad (215
a 350 g). Los animales fueron mantenidos en el bioterio con temperatura controlada (20-

22°C), ciclo de luz —oscuridad de 12 horas, y con libre acceso a comida y agua.
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Tratamiento
Tabla 1. Tratamiento de los animales para el analisis de la neurotoxicidad inducida por

MKS801 (5mg/kg) en RSG. Los animales fueron separados en 16 grupos (n = 4-7)

Macho Intacto Vehiculo CINa

Macho Intacto Vehiculo MKS801
Macho Intacto Estrogeno MK301
Macho Intacto Testosterona MKS801
Macho Intacto Dehidrotestosterona MK301
Macho Orquiectomizado Vehiculo CINa

Macho Orquiectomizado Vehiculo MK801
Macho Orquiectomizado Estrogeno MKS801
Macho Orquiectomizado Testosterona MKS801
Macho Orquiectomizado Dehidrotestosterona MKS801
Hembra Intacta Vehiculo CINa

Hembra Intacta Vehiculo MKS801
Hembra Intacta Estrogeno MKS801
Hembra Intacta Testosterona MKS801
Hembra Intacta Dehidrotestosterona MK801
Hembra Ovariectamizada Vehiculo CINa

Hembra Ovariectamizada Vehiculo MKS801
Hembra Ovariectamizada Estrogeno MKS801
Hembra Ovariectamizada Testosterona MKS801
Hembra Ovariectamizada Dehidrotestosterona MKS801

Drogas:
-MK&801: Maleato de dizocilpina, 5 mg/kg (+ 5-Methyl -10, 11-dihydro - SH-dibenzo [a,
d] cyclohepten -5, 10-imine hydrogen maleate, RBI cat no. M-107) diluidos en cloruro de
sodio (CINa) 0,9%.
-Propionato de Testosterona: 100 mg/10 mL de aceite neutro (Organon S.A.).
-Benzoato de estradiol (estrogeno): 0,2 mL en 9,8 mL de aceite neutro (Progynon B de
Schering Argentina S.A.1.C).
-Dehidrotestosterona: 100 mg/mL de aceite neutro (Sigma).
La dosis de 5 mg/kg de MK801 es corrientemente utilizada para estudiar la

neurotoxicidad irreversible en ratas hembras adultas, provocando un bajo indice de
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mortandad (111, 276). Las dosis de las hormonas fueron seleccionadas en base a las
indicaciones del prospecto del fabricante y de trabajos previos en donde restauraban el

nivel hormonal del animal gonadectomizado para diferentes estudios (49, 62, 139).

Gonadectomia vy reposicion de hormonas

Hembras y machos fueron ovariectomizadas u orquiectomizados bilateralmente a
los 45 dias de edad bajo anestesia con hidrato de cloral 6% (0,5 mL cada 100 g de peso
corporal). A los 21 dias de la cirugia, los animales recibieron tres inyecciones (una cada
24 horas) de las siguientes hormonas o vehiculo:

-aceite neutro (vh): 0,2 mL

-benzoato de estradiol en aceite neutro (EB): 0,1 mg/kg

-propionato de testosterona en aceite neutro (TP): 2 mg/kg

-dehidrotestosterona en aceite neutro (DHT): 5 mg/kg

Otros grupos de animales de ambos sexos en condicion de enteros (65-76 dias), a
los que no se les habia practicado cirugia alguna, también recibieron tratamiento de
vehiculo u hormona durante tres dias. Luego de 24 hs de la ultima dosis de hormona o
vehiculo, a todos los grupos se les administrd una inyeccion i.p. de CINa 0,9% (salina) o
5 mg/kg de dizocilpina (MK801). A las 72 hs de la altima inyeccion de CINa o MK801

se sacrificaron los animales para luego ser analizados.

Sacrificio y obtencion del material histologico

Se siguieron las normas establecidas para la fijacion de animales de
experimentacion (27) con pequefias variaciones para adaptarlas a las técnicas de tincion.
Cumplido el tiempo indicado de sobrevida, los animales fueron anestesiados con hidrato
de cloral (400 mg/kg, 1.p.) y perfundidos intracardiacamente pasando las siguientes
soluciones con una bomba de perfusion: 150 mL de solucién lavadora (Glucosa 0,4 %,
Sucrosa 0,8 % y Cloruro de sodio 0,8 %) seguido de 300 mL de paraformaldehido al 4%
en buffer Borato 0,2 M pH = 7,6. Posteriormente los cerebros permanecieron 12 hs en el
craneo y luego fueron removidos y colocados en sucrosa al 30% por 48-72 hs. A
continuacion, los cerebros fueron cortados utilizando un micrétomo de congelacion, en
forma sagital a 40 um de espesor y recolectados en 5 series de secciones para separar
cortes destinados a diferentes técnicas. Los cortes reservados para la técnica amino-

cupro-argéntica fueron almacenados en fijador, mientras que los cortes destinados a la
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aplicacion de las técnicas de Fluoro Jade B e inmunohistoquimica se almacenaron en

buffer fosfato salino (PBS 0,01 M pH 7,4).

Técnica amino-cupro-argéntica (A-Cu-Ag) para la deteccion de neurotoxicidad:

El protocolo se llevd a cabo siguiendo los pasos descriptos por de Olmos y col.
(57). Este método fue seleccionado principalmente por haber demostrado ser el mas
sensible para detectar la degeneracion neuronal frente a una injuria neurotoxica y ademas,
por tener la particularidad de impregnar a las estructuras degeneradas de una manera mas
intensa, sin producir tinciones de fondo, facilitando de esa manera, el conteo de células
degeneradas (57, 75, 276).

El procedimiento comenz6 con la preparacion de una solucion preimpregandora

compuesta de:

Agua bidestilada 100 mL
Nitrato de Plata 100 mg
Acido a-amino-n-butirco 53 mg
DL-Alanina 46 mg
Nitrato de Cobre 0,5% 2 mL
Nitrato de Cadmio 0,5% 0,2 mL
Nitrato de Lantano 0,5% 1,5 mL
Rojo Neutro 0,5% 0,5 mL
Piridina 1,0 mL
Trietanolamina 1,0 mL
Isopropanol 2,0 mL

Una vez preparada, la solucion preimpregnadora se calentd hasta alcanzar los
50°C en un horno microondas (Menumaster FS-14 EVP) y luego se dejo reposar toda la
noche a temperatura ambiente. A la mafana siguiente los cortes almacenados en fijador
se lavaron con agua deionizada (dos lavados de 30 segundos) y luego se colocaron en la
solucion preimpregnadora. Posteriormente se calentd la mezcla con los cortes en
constante agitacion en el horno microondas hasta alcanzar los 50°C.

Después de que la mezcla regres6 a temperatura ambiente (2 horas
aproximadamente) los cortes fueron sometidos a un lavado con agua deionizada y dos
lavados con acetona (cada lavado de 30 segundos). Luego los cortes se pasaron a una

solucion impregnadora, preparada de la siguiente manera:
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Nitrato de plata 412 mg
Agua bidestilada 5,00 mL
Etanol 100% 4,00 mL
Acetona 0,05 mL
Hidroxido de litio 0,4% 3,00 mL
Amoniaco 0,65 mL

Aqui fueron mantenidos en agitacion constante durante 50 minutos a temperatura
ambiente y posteriormente se transfirieron a una solucion reductora donde permanecieron

otros 25 min:

Formalina 10% 11 mL
Acido Citrico 1% 6,3 mL
Etanol 100% 90 mL
Agua bidestilada 800 mL

Después los cortes fueron sometidos a un lavado con agua deionizada, a un lavado
con acido acético y dos mas con agua deionizada (1 min. cada lavado).

Para la decoloracion, los cortes fueron sometidos al blanqueo en una solucion de
ferricianuro de potasio al 0,4% (3 minutos) y en otra de permanganato de potasio al
0,06% (30 segundos), intercalando éstos con lavados de agua destilada. Finalmente los
cortes pasaron por soluciones estabilizadoras de tiosulfato de sodio al 2% y en fijador
rapido diluido 1/6, quedando en agua deionizada durante no mas de 24 horas, tras lo cual
los mismos se montaron sobre portaobjetos. Una vez deshidratados fueron cubiertos con

medio de montaje (Permount o DPX).

Protocolo de Fluoro Jade B para la deteccion de neurotoxicidad
Otro método que se utilizd para evaluar la neurotoxicidad inducida por MK801
fue la técnica de fluorescencia recientemente desarrollada como indicador de

degeneracion neuronal, Fluoro-Jade B (FJB) (220):

-5 min. en hidréxido de sodio 1 % + alcohol etilico 80 %
-2 min. en alcohol 70 %

-2 min. en agua destilada
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-10 min. en permanganato de potasio 0,06 %
-2 min. en agua destilada

-20 min. en Fluoro-Jade B 0,0004 %

-1 min. en agua destilada

-1 min. en agua destilada

-1 min. en agua destilada

-secado en la plancha a 50°C (10-20 min.)

-1 min. (al menos) en xileno

-Cubrir con DPX.

Solucién de trabajo de Fluoro Jade B:
-solucion madre de FJB 0,01 %
-4 mL de solucion madre de FJB + 96 mL acido acético 0,1 %

Analisis de imagenes y cuantificacion

La neurodegeneracion se analizé dentro de la capa IV de la corteza retroesplenial
granular (RSG). En un estudio previo (16) se demostré que los cambios
neuropatolégicos inducidos por MK801 en la RSG de la rata se incrementaban en un
sentido rostro-caudal con un pico entre —5,3 y —7,3 mm respecto al bregma. Por lo tanto,
se considerd que cortes sagitales serian optimos al revelar la extension de la degeneracion
inducida por MK-801 dentro de la RSG. Somas argirofilicos revelados por la técnica A-
Cu-AG se cuantificaron con un aumento de 50X. A esta magnificacion, una coloracion
intensa de los cuerpos celulares, axones y dendritas de las neuronas degenerativas eran
facilmente identificados y cuantificados. EI promedio de cé€lulas neurodegenerativas en
la RSG de cada animal se obtuvo por el conteo del nimero de neuronas argiroflicas en
ambos hemisferios de tres cortes correspondientes a los planos laterales 0,9 ; 1,1 y 1,4
mm de acuerdo al atlas de Paxinos y Watson (198). EIl promedio de neuronas

degenerativas por animal se utilizé posteriormente para el analisis estadistico.

Analisis estadistico de los resultados

Los animales tratados con CINa no mostraron degeneracion en ningln caso, por lo
tanto, las comparaciones se realizaron sOlo entre los casos tratados con MK®801
exclusivamente. Las comparaciones estadisticas se realizaron con el promedio del

numero de neuronas degeneradas por animal y se analizaron mediante un ANOV A de una
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o dos vias seguido de un test post hoc de Newman-Keuls. Se considera que un valor de p

< 0.05 representa diferencia estadisticamente significativa.

1.2 Determinacion de la degeneracion neuronal inducida por MK801 en ratas
machos enteras y orquiectomizadas

Comunmente se utilizaba la rata hembra para estudiar los efectos neurotoxicos del
MKS801. Debido a que el macho ORQ presentaba una sensibilidad similar a la de la
hembra, los siguientes experimentos se realizaron para:
1) Establecer la dosis de MK801 en donde el cuadro de la neurotoxicidad irreversible
era reproducible de manera sistematica tanto en los machos enteros como en los ORQ.
Nuevamente se selecciond la RSG para el andlisis de este punto.
2)  Determinar la sobrevida en donde la expresion de la neurodegeneracion era mayor,
tanto en machos enteros como en ORQ), a través del cuadro neuropatologico inducida por

la dosis neurotdxica seleccionada de MK801 en diferentes estructuras del SNC.

Animales

Se utilizaron ratas Wistar macho enteras y orquiectomizadas del bioterio del
INIMEC de 75-80 dias de edad (300 a 350 g). Se realiz6 el mismo procedimiento
mencionado anteriormente para la orquiectomia.
Determinacion de dosis neurotdxica

Se analizaron los efectos neurodegenerativos a diferentes dosis en la RSG
utilizando ratas macho enteras y ORQ
Tratamiento: 5 mg/kg (n= 4-5 machos enteros y ORQ), 10 mg/kg (n= 4-5 machos
enteros y ORQ) y 15 mg/kg (n= 2 machos enteros y ORQ) de MKS801.

Posteriormente, se realizd una determinacion de la neurodegeneracion en RSG,

analizando los siguientes planos de acuerdo al atlas de Paxinos y Watson (2007).

Frontales: 1,8 mm; 2,8 mm; 3,8 mm; 4,8 mm; 5,3 mm; 6,3 mm; 7,3 mm

Laterales: 0,9mm, 1,1mm and 1,4 mm
A las 72 horas de la inyeccion de MK801, se sacrificaron los animales para luego

ser analizados. El sacrificio y la obtencion del material histologico se realizo de la misma

manera que se describi6 anteriormente.
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Determinacion de la sobrevida

Se analizaron los efectos neurodegenerativos de 10 mg/kg de MK801 a diferentes
tiempos de sobrevida utilizando ratas macho enteras y ORQ:
Sobrevida: 24 hs (n=2), 48 hs (n=2), 72 hs (n=2), y 120 hs (n=2).

Para analizar la neurodegeneracion se utilizaron las técnicas de A-Cu-Agy FIB en
cortes sagitales y frontales. Posteriormente se realizd una determinacion cualitativa de la
neurodegeneracion en diferentes areas del cerebro utilizando las coordenadas y

nomenclatura de acuerdo al atlas de Paxinos y Watson (2007).

2y 3 Estudio de los cambios morfofuncionales y fenotipicos inducidos por el efecto
neurotoxico de MK801

El MKS801 podria estar relacionado, via desinhibicidon, a sobre-estimulacion de
neuronas pos-sindpticas, provocando diferentes tipos de cambios en el cerebro. Los
genes de expresion temprana (GET) expresan proteinas que estan activadas en el cerebro
como respuesta a varios estimulos, tales como la injuria y el tratamiento con drogas. La
induccion de los GET es utilizada como una herramienta de mapeo anatémico funcional
para identificar células y circuitos que se activan a través de la respuesta a diversos
estimulos. También son indicadores de mecanismos de plasticidad neuronal y cambios
adaptativos que estarian asociados a diversas condiciones, entre ellas, neurotoxicidad.

A su vez, la sobre-estimulacion de las neuronas podria deberse a que neuronas
GABA¢érgicas inhibitorias estuvieran afectadas por el MK801. Una manera de
identificar las poblaciones de neuronas GABA¢érgicas es a través de las proteinas ligadas
al Ca™ (CaBP). Los siguientes experimentos se realizaron para determinar:

1) Si la dosis neurotoxica de MK801 inducia cambios de la expresion de proteinas de los
GETs c-Fos, FosB y EGR-1, como respuesta a la neurodegeneracion. Para ello se
analizé la expresion de la inmunorreactividad a las proteinas c-Fos, FosB y EGR-1 en
areas de la corteza y de la amigdala extendida (AEX) en ratas macho enteras y ORQ.

2) Si la poblacion neuronal sensible a los cambios neurotdxicos y/o en la expresion de
GETs que induce el MK801 presenta cambios en la expresion de las CaBP, las cuales
colocalizan dentro de subpoblaciones de interneuronas GABAérgicas. Para ello se
analizé la expresion de la inmunorreactividad de las CaBP, calretinina y parvalbimina en

areas de la corteza y de la AEX en ratas macho enteras y ORQ.
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Posteriormente se vinculd la expresion entre los diferentes GETs, CaBP y la
neurodegeneracion revelada con A-Cu-Ag en las estructuras donde se reveld un cambio
significativo en la expresion de los GET.

El siguiente disefio experimental se utilizo el para desarrollo de los objetivos 2 y 3.

Animales

Se utilizaron ratas Wistar macho enteras y ORQ del bioterio del INIMEC de 75-
80 dias de edad (315 a 350 g). Se realizé el mismo procedimiento mencionado
anteriormente para la orquiectomia.
Tratamiento

Para la evaluacion del efecto neurotdéxico de MKS801 sobre la expresion de
diferentes proteinas marcadoras de los GETs y las CaBP, se trataron diferentes grupos de
ratas macho enteras y ORQ:
a) Experimentales: una dosis aguda i.p. de MK801 (10 mg/kg ) (dilucion 6 mg/mL en
cloruro de sodio al 0,9%)
b)  Controles: una administracion i.p. de CINa 0,9%.
Determinacion de la expresion de c-Fos

Los animales se sacrificaron después de diferentes tiempos de sobrevida
establecidos en: 3 hs (n=2), 8 hs (n=2), 12 hs (n=2), 24 hs (n=2), 48 hs (n=2), 72 hs (n=4)
y 120 hs (n=4) posteriores a la inyeccion de MK-801. Paralelamente se procesaron los
controles de la misma forma. EIl sacrificio y la obtencion del material es el mismo
mencionado anteriormente.
Determinacion de la expresion de FosB, EGR-1y CaBP

Los animales controles (n=8) y experimentales se sacrificaron 72 horas pos-

tratamiento de manera tal que se compara la neurodegeneracion con los cambios de
expresion de estas proteinas inducidos por MK801 en ratas macho enteras (n=4) y ORQ

(n=4).

Técnica de Inmunohistoquimica

La deteccion de la expresion de las proteinas de los GETs y CaBP se realiz6
aplicando técnicas inmunohistoquimicas y se utilizaron las series de cortes que se
conservaron en PBS 0,01 M.
Los pasos a seguir fueron los siguientes:

-3 lavados por 0,01M PBS
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-incubacion de los cortes 1 hora en: metanol/ agua oxigenada/ PBS 0.01M en una relacion
1/1/8 para inhibir la peroxidasa endogena del tejido.

-3 lavados por 0,01M PBS

-incubacion por 1 hora en 5% suero normal (5% SN) para bloquear uniones inespecificas.
-incubacion en el anticuerpo primario (AC-1°) diluido en 1% SN por 48 hs a 4°C en
agitacion.

-3 lavados por 0,01M PBS

-incubacion en el anticuerpo secundario (AC-2°) diluido en 1% SN por 3 horas.

-3 lavados por 0,01M PBS

-incubacion en el complejo Avidina- Biotina (ABC) (Vectastain ABC kit, Vector Lab,
CA, USA)

-3 lavados por 0,01M PBS

-revelado con 0,05% tetrahidroclururo de diaminobenzidina (DAB) (Sigma) y 0,005%
agua oxigenada disuelto en 0,01M PB.

-Luego de revelar, los cortes fueron montados y cubiertos con DPX.

Técnica de doble marca con DAB marroén y negro:

Para relacionar la expresion de FosB y las CaBP, parvalbumina (PV) y calretinina
(CR), se hizo una doble inmunohistoquimica, realizando primero el anticuerpo de las
CaBP en DAB marrén y luego de revelar, nuevamente se bloquearon con SN 5% por 1

hora y se realiz6 todo el protocolo de inmunohistoquimica para el FosB en DAB negro.

DAB negro

Fostato buffer pH = 7,4; 0,1 M
Tetrahidroclururo de diaminobenzidina (DAB) 0,05 %
Cloruro de cobalto 0,01 %
Cloruro de niquel 0,01 %
Agua oxigenada 0,005 %

Doble marca de A-Cu-Ag e Inmunohistoquimica
Para determinar la relacion de neurotoxicidad y expresion de la
inmunorreactividad a FosB, CR y PV, se realizé primero la técnica A-Cu-Ag y luego la

técnica de inmunohistoquimica con todos los pasos mencionados anteriormente.
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Triple marca con Fluoro jade B, inmunofluorescencia y Hoechst

Los cortes fueron montados en agua bidestilada y luego secados a temperatura
ambiente. Se realizd primero el protocolo del FJB tal como se describié anteriormente y
luego se realiz6 la técnica inmunohistoquimica. El procedimiento que se llevo a cabo es
similar al anterior: bloqueo con 5% SN por una hora, incubacion de los cortes en AC-1° a
temperatura ambiente por 24 hs, se lavan 3 veces con PBS 0.01 M y luego se incubaron
en AC-2° por 2 horas. Para el revelado de PV o CR se utilizo directamente un anticuerpo
secundario marcado con un fluorescente rojo (rodamina). Posteriormente se los incub6 5
min. en una solucion de Hoechst al 0,005% y luego de lavar 3 veces en PBS, los cortes
fueron cubiertos, en este caso con FluoroSave (Calbiochem), para luego ser observados

con su correspondiente filtro en el microscopio Fluorescente Zeiss.

Anticuerpos destinados a la deteccion de las proteinas:
Anticuerpos primarios:

c-Fos (1:1000, policlonal, sc-52 de Santa Cruz),

Fos B (1:2000, policlonal, sc-48 de Santa Cruz),

EGR-1 (1:1000 policlonal, sc-110 de Santa Cruz)

Parvalbumina (1:1000 monoclonal, p-3088 de Sigma)
Calretinina (1:2000 monoclonal, c-7479 de Sigma).

Anticuerpos secundarios:

-Secundario biotinilado hecho en burro contra inmunoglobulina G de conejo (1:200
Jackson Inmuno Research)
-Secundario biotinilado hecho en burro contra inmunoglobulina G de ratéon (1:200
Jackson Inmuno Research)
-Secundario Alexa Fluor 568 de cabra contra inmunoglobulina G de raton (1:200

Molecular Probes)

Cuantificacion

Las células inmunorreactivas a las proteinas c-Fos, FosB, EGR-1, PV y CR se
visualizaron a través del microscopio Axioplan 35M (Zeiss), provisto de optica de
fluorita para campo claro. Las imdgenes de las diferentes estructuras se tomaron con una
video camara Leica DC200 y una vez obtenidas, se enviaron al editor de imagenes Adobe
Photoshop 7.0. De alli se almacenaron en una computadora IBM compatible y

posteriormente se realizo la cuantificacion con el programa para el analisis de imagenes
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SCION (NIH). Los nucleos c-Fos, FosB y EGR-1 positivos se contabilizaron so6lo
cuando presentaron una estructura apropiada en tamafio y forma, con un incremento
significativo en la inmunorreactividad al ser comparadas con el “fondo”. Las células PV
y CR positivas expresaban una inmunomarca citoplasmatica que revelaba la forma de la
neurona con sus fibras prolongadas y practicamente nada de background. Se utiliz6 el
atlas de Paxinos y Watson (198) y las nomenclaturas del mismo para describir la
expresion de la marca inmunohistoquimica de las estructuras de interés.

Dentro de la AEX se analizaron los siguientes nticleos: amigdala medial (Me), 3
cortes: lateral 3,7 mm, 3,50mm y 3,30 mm; amigdala medial posteroventral (MEPV), 2
cortes: 3,10 mm y 2,90 mm; nacleo del lecho de la estria terminal medial (BSTM), 2
cortes: lateral 1,55 mm y 1,40 mm; nucleo del lecho de la estria terminal supracapsular
(BSTS) 3 cortes 1,90 mm, 2,10 mm y 2,40 mm; nucleo del lecho de la estria terminal
lateral (BSTL) 2 cortes: lateral 1,55 mm y 1,40 mm; nacleo central area lateral (CeL) 2
cortes lateral 4,30 mm y 4,20 mm; nucleo central drea medial (CeM) 2 cortes lateral 3,90
mm y 3,70 mm. De las estructuras corticales sensibles a los efectos neurodegenerativos
del MK&801 reveladas por la técnica A-Cu-Ag se seleccionaron: corteza retroesplenial
granular (RSG), corteza retroesplenial disgranular (RSD) y corteza visual secundaria
mediomedial (V2MM) donde se analizaron 4 cortes: lateral 0,90 mm, 1,13 mm, 1,40 mm
y 1,55 mm; y luego la corteza visual secundaria lateral (V2L) y corteza entorhinal (ENT)

en donde se analizaron 3 cortes: lateral 4,20 mm, 4,32 mm, 4,50 mm (Figura 4).

Analisis estadistico

Los resultados se expresan como el promedio del nimero de nilicleos positivos
obtenidos a partir del andlisis de los hemisferios izquierdos y derecho en los diferentes
cortes cerebrales de cada estructura. De esta forma se genera un Unico valor de nucleos
positivos por region (176). Los resultados se analizaron mediante un ANOVA de 2 vias
(tratamiento por area) seguido de un test post hoc (Newman Keuls). Se considera que un

valor de p < 0,05 representa diferencia estadisticamente significativa.
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Lateral 3.40 mm Lateral 1.13 mm
Nucleo amigdalino central divisién lateral Nucleo del lecho de la estria terminal lateral

I Ncleo amigdalino central divisién medial Nucleo del lecho de la estria terminal medial
Ntcleo amigdalino medial Corteza retrosplenial granular

Nucleo del lecho de la estria terminal supracapsular Corteza retrosplenial disgranular

Corteza entorhinal Corteza visual secundaria mediomedial
- Corteza visual secundaria lateral

Figura 4: Representacion esquematica de cortes sagitales del cerebro de la rata mostrando la
localizacion de las diferentes areas cuantificadas. Las imagenes fueron tomadas del atlas de
Paxinos y Watson (198). La llave de colores indica la estructura especifica cuantificada.
Abreviaturas: CeL: Nucleo amigdalino central, area lateral; CeM: Nucleo amigdalino central, area
medial; Me: Nucleo amigdalino medial; BSTS: Nucleo del lecho de la estria terminal
supracapsular; BSTL: Nucleo del lecho de la estria terminal lateral; BSTM: Nucleo del lecho de
la estria terminal medial; ENT: Corteza entorhinal; RSG: Corteza retroesplenial granular; RSD:
Corteza retroesplenial disgranular; V2L: Corteza visual secundaria lateral, V2MM: Corteza visual
secundaria mediomedial.
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TECNICAS ADICIONALES DE CITOARQUITECTURA

Para poder analizar las diferentes poblaciones neuronales afectadas por la
neurotoxicidad inducida por MKS801, se realizaron técnicas histologicas anexas para
estudiar con mayor precision las areas cuantificadas y las caracteristicas que éstas

presentan.

Técnica de Nissl

La técnica de Nissl permite colorear toda la poblacion neuronal y es cominmente
utilizada para reconocer estructuras del SNC. Este procedimiento puede llevarse a cabo
en cortes montados sin tefiir y también en cortes procesados con las técnicas de A-Cu-Ag
o inmunohistoquimica.

Solucién colorante

Violeta de cresilo 0,5¢
Agua destilada 100 mL
Acido Acético 0,25 mL
Procedimiento:

Serie de alcoholes de hidratacion

Incubacién en solucion de violeta de cresilo por 10 minutos
Lavados con agua destilada

Serie de alcoholes para la deshidratacion

2 veces por xileno

Cubrir con DPX

Resultado

Substancia de Nissl : Violeta o azul oscuro

Neuronas y nucleo celular: Violeta/azul

Técnica de Timm-Danscher para metales pesados

Ciertas neuronas han desarrollado mecanismos en donde acumulan zinc en
compartimentos especificos (zinc vesicular), que a su vez pueden ser revelados utilizando
técnicas histoquimicas. El método de Timm-Danscher colorea esencialmente vesiculas
presindpticas de neuronas que contienen zinc y esto se ha confirmado por otros autores
utilizando el marcador fluorescente de zinc (TSQ) (77). De esta forma se caracterizan
areas de interés del cerebro que contienen poblaciones especificas de neuronas positivas

al zinc.
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El procedimiento se realiz6 siguiendo el protocolo de fijacion de Danscher (50) y
luego de obtener los cortes de cerebro de 30 um seccionados en el criostato, los mismos

fueron procesados en una solucion conteniendo:

Goma ardbiga 50% 120 mL
Bulffer citrato pH 4,6 30 mL
Hidroquinona 5M 30 mL
Lactato de Plata 0,73% 30 mL

Los cortes se mantuvieron en oscuridad y bajo agitacion constante en bafio maria
a 26°C durante 1 hora, luego las secciones fueron lavadas con agua destilada 3 veces y
luego deshidratadas y cubiertas con DPX.

La presencia del metal en la célula actua como punto de concentracion en donde

los iones de plata precipitan para formar un producto de reaccion de color negro.
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CAPITULO 3
RESULTADOS
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1) ANALISIS NEUROANATOMICO DE LA DEGENERACION NEURONAL
INDUCIDA POR MKS801

1.1 Efectos sexualmente dimoérficos e influencia de las hormonas gonadales en la
degeneracion neuronal inducida por MK801 en la corteza retroesplenial granular de

la rata

Estudios previos han demostrado que el MKS801 induce cambios
neurodegenerativos en el SNC siendo la corteza retroesplenial una de las 4reas mas
sensibles a estos efectos (33). Ademas, se han reportado diferencias sexuales frente a la
accion de los A-NMDA, pero s6lo se han limitado a sefialar que las hembras son mas
sensibles que los machos (12, 16, 34, 49, 76, 108, 112, 266, 276). Es notable que la
contribucion de los esteroides gonadales frente a la sensibilidad neuronal al MK801 no ha
sido estudiada.

Para determinar la influencia de la las hormonas gonadales en la degeneracion
inducida por MK801, se utilizaron ratas de ambos sexos enteras, orquiectomizadas
(ORQ) u ovariectomizadas (OVX), tratadas con una sola inyeccion i.p. de solucion salina
(CINa 0,9%, control) 6 de MK801 (5 mg/kg). Esta dosis de MK801 es corrientemente
utilizada para estudiar la neurotoxicidad irreversible en ratas hembras adultas,
provocando un bajo indice de mortandad (76, 111, 276). Todos los animales tratados con
MKS801 presentaron incoordinacion, ataxia, balanceo de la cabeza y, minutos después,
conducta de relajacion horizontal. Entre 6 hs (machos) y 24 hs (hembras) después de la
inyeccion de MK801 todos los animales se recuperaron. Tres dias postratamiento los
animales fueron sacrificados y la neurodegeneracion fue evaluada en la corteza
retroesplenial granular (RSG) utilizando la técnica A-Cu-Ag. Independientemente del
sexo (tanto enteros, como ORQ u OVX), ninguno de los animales tratados con solucion
salina (controles) mostrd signo alguno de neurodegeneracidon en RSG, ni en ninguna otra
estructura del cerebro. Por lo tanto fueron excluidos de los posteriores analisis
comparativos. A diferencia de los animales controles, las hembras tratadas con MK801
revelaron una reaccion argirofilica robusta e intensa, tanto en los cuerpos neuronales,
como en axones y dendritas. El perfil neurodegenerativo no se distribuyd uniformemente
en toda la RSG sino con un claro gradiente incrementando en sentido rostrocaudal (1,8-
7,3 del Bregma) (Figura 5 A), y lateromedial (0,1-1,55mm). Somas argirofilicos se

detectaron exclusivamente en la capa IV, mientras que dendritas, axones y terminales se

48

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com


http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

Capitulo 3: Resultados

observaban en las capas I, IV y V (Figura 5 B). Las capas II-III, aunque libres de
degeneracion argirofilica, ocasionalmente fueron atravesadas por fibras de paso largas, a
veces puntiformes, y orientadas perpendicularmente a la parte basal de la superficie de
RSG (Figura 5 A y B). Estas fibras, en la capa I, contribuian a formar acopios, en forma
de manojos de dendritas degeneradas (fragmentos gruesos), intercalados con una nube
menos densa de degeneracion axonal (puntos mas finos) (Figura 5 A y B). Se evidenci6
una correlacion entre la cantidad de somas argirofilicos de la capa IV y la densidad de
dendritas y terminales degeneradas en los segmentos correspondientes de las capas I, IV
y V, sugiriendo que el conjunto forma parte de las mismas neuronas cuyos somas

localizan en la capa IV.

v

II-111

Figura 5: Neurodegeneracion inducida en la RSG. (A) Microfotografia de bajo aumento de la
degeneracion neuronal revelada por la técnica amino cupro argéntica (A-Cu-Ag). En la imagen
se observa un corte sagital (lat. 1,4 mm) de una rata hembra entera tratada con una sola dosis i.p.
de 5 mg/kg de MKS801 y analizada 3 dias postratamiento. Se destaca el gradiente rostrocaudal de
la degeneracion neuronal y terminal. Los nimeros romanos (I-VI) indican las capas corticales,
los circulos negros destacan los acopios de dendritas degeneradas (fragmentos gruesos),
intercalados con una nube menos densa de degeneracion axonal (puntos mas finos) sefalada por
las flechas, en la capa I. (escala de barra: 100um). (B) Detalle del perfil de la neurodegeneracion
que se revela en RSG. Microfotografia de alto aumento de RSG (lat. 1,4 mm). Se destacan las
capas II-III practicamente libres de degeneracion, salvo por algunas fibras de las neuronas de la
capa IV que cruzan hacia la capa I. La capa IV revela degeneracion neuronal somatodendritica y
granulos argirofilicos que corresponden a la degeneracion de terminales y dendritas. La capa I
muestra los depositos densos de plata (circulo negro) intercalados con granulos mas finos que
aparentan ser axénicos (flecha). Los nimeros a la derecha corresponden a la capa cortical (escala
de barra: 50um).
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Notablemente, a diferencia de lo observado en la hembra, la degeneracion en los
machos enteros tratados con MK801 fue casi imperceptible, evidenciando un claro patrén
de dimorfismo sexual. Un minimo grado de neurodegeneracion pudo detectarse en RSG
donde esporadicamente se evidenciaron somas argirofilicos confinados generalmente a la
parte caudal de la RSG en la capa IV (Figura 6 B flecha y recuadro), sugiriendo que los
machos también presentan un gradiente de neurodegeneracion rostro-caudal. No se
evidencid una clara correlacion en la degeneracion somatica de la capa IV con la
presencia de terminales en las capas I, IV y V, posiblemente debido a la escasa cantidad
de neurodegeneracidon somatica presente en los machos enteros (Figura 6 B).
Adicionalmente, es interesante destacar que los machos, a diferencia de las hembras,
mostraron degeneracidon somatica aislada y muy esporadica en la capa V de la RSG
(Figura 6 B, flecha y recuadro).

Sorprendentemente, el efecto de la gonadectomizacioén fue totalmente diferente en
machos y hembras. Comparadas a las hembras enteras, las hembras OVX no revelaron
cambios apreciables en el patron de neurodegeneracion inducido por MK801 (Figura 6 A
y C). Por el contrario, los machos ORQ mostraron un llamativo aumento en la argirofilia,
adquiriendo un patron neurodegenerativo similar al de las hembras. Esto incluyo el
gradiente rostrocaudal y lateromedial de somas argirofilicos en la capa IV y abundante
degeneracion terminal en capas I, IV y V (Figura 5 A-D). Un andlisis cuantitativo de
somas argirofilicos en la capa IV de RSG en cortes sagitales, evidencié que el nimero de
neuronas argirofilicas fue similar en hembras intactas y OVX (148 + 8 y 133 + 14
respectivamente). Por el contrario, los machos mostraron solo 2 + 0,5 somas argirofilicos
en la capa IV de la RSG y la castracion indujo un notable aumento a 96 = 23. Un
ANOVA de dos vias (sexo x castracion) sobre el efecto de la degeneracion inducida por
MKS801 en RSG revel6 un efecto significativo del sexo (F (1,177 = 35,91; p <0,000015), de
la castracion (F 1,177 = 6,82; p < 0,01), y de la interaccion entre ambos, el sexo y la
castracion (F 1,177 = 13,03; p <0,002). El analisis post-hoc de Newman-Keuls revel6 que
los machos enteros eran significativamente diferentes a los otros grupos (*: p < 0,0001 vs
hembras y OVX; #: p < 0,0005 vs ORQ) (Figura 6E). En conjunto, estos resultados
indican que la sensibilidad de las neuronas de RSG a los efectos neurodegenerativos del
MKS801 es sexualmente dimorfica, y sugieren que las hormonas gonadales masculinas

jugarian un rol protector.
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Figura 6: La orquiectomia elimina el efecto dimoérfico de la toxicidad inducida por MKS801 en la
RSG. Ratas enteras y gonadectomizadas de ambos sexos fueron tratadas con una sola dosis i.p.
de MKS801 (5 mgkg) y 3 dias postratamiento analizadas con la técnica A-Cu-Ag.
Microfotografia de bajo aumento de cortes sagitales de la RSG (lat. 1,4 mm) de: (A) hembra
entera, (B) macho entero, (C) hembra ovariectomizada (OVX), (D) macho orquiectomizado
(ORQ). El inserto en (B) corresponde a la ampliacion de las neuronas de la capa IV (triangulo) y
V (flecha). Se destaca el aumento de la neurodegeneracion inducida en ratas ORQ. (E) Analisis
cuantitativo de la neurodegeneracion inducida por MK801 en RSG. Se cuantificaron y analizaron
estadisticamente el numero de somas argirofilicos en la capa IV de la RSG (lat. 0,9-1,4 mm). La
neurodegeneracion inducida en la RSG indic6 un efecto significativo para el sexo (F; 17 = 35,91;
p < 0,000015) y para la gonadectomia (F[;,17; = 6,82; p < 0,01) con una interaccion significativa
entre el sexo x gonadectomia (Fj; 17)= 13,03; p < 0,002 por ANOVA de dos vias). Los machos
enteros revelaron diferencias significativas con los otros grupos, analizado con el test post hoc de
Neuman- Keuls (*p < 0,0001 vs. hembra; #p < 0,0005 vs ORQ). Otras comparaciones relevantes
no fueron significativas. Los numeros entre paréntesis indican el nimero de casos (escala de
barra: 200um).
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Para analizar el rol de las hormonas gonadales frente a los efectos neurotoxicos de
MKS801, ratas ORQ fueron tratadas con propionato de testosterona (TP),
dehidrotestosterona (DHT), benzoato de estradiol (EB) o el correspondiente vehiculo
control (vh), aceite de sésamo. Las dosis de las hormonas utilizadas fueron escogidas en
base a trabajos previos donde se mostré que las mismas restauraban el nivel hormonal
normal en animales gonadectomizados (49, 62, 139) Como era de esperar, ratas ORQ +
vh presentaron un robusto cuadro neurodegenerativo, similar al de las ratas ORQ
mencionadas anteriormente (Figura 7 A). En cambio, en animales ORQ + TP la
neurodegeneracidon mostrd una notable disminucion (Figura 7 C). En estos animales la
degeneracion terminal y los acopios en forma de manojos de dendritas en la capa I fueron
practicamente ausentes, permaneciendo algunos somas aislados tanto en las capas IV
como en la V. Notablemente, en los animales ORQ + DHT, se observo una desaparicion
practicamente completa de la neurodegeneracion (Figura 7 D). En cambio los animales
ORQ + EB mostraron el mismo patrén de neurodegeneracion observado en ORQ + vh
(Figura 7 B). El analisis cuantitativo de los somas argirofilicos en la capa IV de animales
ORQ confirmé que EB no indujo cambios significativos, mientras que TP y en mayor
medida DHT, disminuyeron significativamente el niimero de somas degenerados (Figura
7 E) (ANOVA de una via F3131=5,28; p <0,01). Estos datos indican que en los machos,
EB no previene ni estimula la toxicidad de MK801, mientras que los andrdgenos ejercen
un potente rol protector.

Para poner a prueba el rol protector de los androgenos en la neurotoxicidad
inducida por MK801, se analiz6 el efecto de vh, TP, DHT y EB en ratas OVX. Tal como
se describio para animales ORQ, no se detectaron diferencias entre OVX + vh y OVX +
EB, confirmando que EB no ejerce efectos apreciables en la neurotoxicidad inducida por
MKS01 (Figura 8 A y B). Llamativamente, TP no previno la neurotoxicidad inducida por
MKS801 en animales OVX, mientras que DHT revel6 un efecto protector (Figura 8 C y
D). Si bien el efecto protector de DHT en ratas OVX fue evidente, no alcanzo la
magnitud observada en machos castrados, encontrandose atn algunos somas argirofilicos
en la capa IV y notablemente en la V, patron notablemente similar al observado en
machos intactos (Figura 8 D). Analisis cuantitativos de los somas argirofilicos en la capa
IV confirman el efecto protector de DHT en ratas OVX (32 £+ 8 somas) (ANOVA de una
via F3,137=13,97; p < 0,0002), indicando que DHT significativamente protege a ciertas

poblaciones de neuronas de la RSG en hembras gonadectomizadas (Figura 7 E).
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Figura 7: Androgenos inhiben la toxicidad inducida por MK801 en la RSG de ratas ORC. Las
ratas ORC fueron tratadas con vehiculo (vh), benzoato de estradiol (EB), testosterona (TP) o
dehidrotestosterona (DHT) por tres dias consecutivos antes de una dosis i.p. de MK801 (5
mg/kg). La neurodegeneracion en la RSG fue analizada tres dias mas adelante empleando la
técnica A-Cu-AG. Microfotografias de las imagenes representativas de baja aumento de RSG
(lat. 1,4 mm) de las ratas ORC tratadas con el vh (A), EB (B), TP (C), y DHT (D). Se observa
que TP y DHT inhiben la toxicidad inducida por MK801. (E) Analisis cuantitativo de la
neurodegeneracion inducida por MK801 en la RSG. EI nimero de somas argirofilicos en la capa
IV de RSG (lat. 0,9 a 1,4 mm) fue registrado y analizado estadisticamente. *p < 0,03 contra ORC
+ vh por ANOVA; F313 = 5,28, seguido por la prueba post hoc de Newman-Keuls. En el
paréntesis se indican el nimero de casos. Barra de escala equivale a 200um.
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Figura 8: Dehidrotestosterona, pero no testosterona, inhibe la toxicidad inducida por MK801 en
la RSG de ratas hembras intactas y OVX. Las ratas fueron tratadas con vh, EB, TP o DHT por
tres dias consecutivos antes de una sola dosis i.p. con de MKS801 (5 mgkg) y la
neurodegeneracion en la RSG fue analizada tres dias mas adelante empleando la técnica A-Cu-
AG. Microfotografias de las imagenes representativas de baja aumento de la RSG (lat. 1,4 mm)
de ratas OVX tratadas con vh (A), EB (B), TP (C), y DHT (D). Se destacan ejemplos de las
neuronas que degeneran en la capa IV (punta de flecha) y la capa V (flecha) en C y D. Observe
que DHT, pero no TP, inhibe la toxicidad inducida por MK801 en ratas OVX. (E-F), Analisis
cuantitativo de la neurodegeneracion inducida por MK801 en la RSG de las ratas hembras OVX e
intactas. El niimero de somas argirofilicos en la capa IV de RSG (lat. 0,9 a 1,4mm) fue registrado
y analizado estadisticamente. (E), *p < 0,0007 contra OVX + vh por ANOVA, F3 3 = 13,97,
seguido por la prueba post hoc de Newman-Keuls. (F), *p < 0,04 contra hembra + vh por
ANOVA Fp314) = 3,43, seguido por la prueba post hoc de Newman-Keuls. El resto de las
comparaciones relevantes no fueron significativas. En el paréntesis se indican el nimero de
casos. Escala de la barra: 200 pm.
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El efecto de las hormonas gonadales fue también analizado en hembras enteras donde se
confirmo la proteccion con DHT, pero no de TP o EB. El analisis estadistico mostr6é una
significativa disminucion de la toxicidad de MKS801 inducida por DHT en hembras
enteras (Figura 8 F) (ANOVA de una via, Fp314) = 3,43; p < 0,04). En conjunto estas
observaciones confirman el efecto protector de DHT sobre la neurotoxicidad inducida por
MKS801, y asimismo revelan la posibilidad de que EB, que estd presente en las hembras
enteras y que ademas se forma por la aromatizacion de TP, obstruya la protecciéon que
puede ejercer DHT, la forma no aromatizable de la testosterona.

Para comprobar esta posibilidad, machos enteros fueron tratados con vh, TP, DHT
y EB y posteriormente se analiz6 la neurotoxicidad inducida por MK801. Como era de
esperar los tratamientos con androgenos no cambiaron el escaso cuadro
neurodegenerativo que normalmente presenta el macho entero. Por el contrario, machos
enteros que recibieron el tratamiento de EB revelaron un importante incremento de
neurodegeneracion inducida por MKS801, incluyendo el gradiente rostrocaudal y la
presencia de somas argirofilicos en la capa IV con degeneracion terminal en capas I, [V y
V (Figura 9 A y B). El andlisis cuantitativo de los somas argirofilicos de la capa IV
(Figura 9 C) confirmo6 el aumento significativo de la neurodegeneracion inducida por
MKS801 en machos intactos tratados con EB (40 + 14 somas) (ANOVA Fp313;=7,6; p <
0,003). En conjunto estos experimentos demuestran que las hormonas gonadales ejercen
un efecto de sensibilizacion y/o de proteccion que es especifico de la capa cortical, ya que
en la capa V los androgenos sensibilizan a ciertas neuronas frente a los efectos de
MKS801, en cambio el androgeno no aromatizable DHT protege a las neuronas de la capa
IV de la RSG de la neurotoxicidad inducida por MK801, donde el EB se contrapone a

este efecto protector.
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Figura 9: Benzoato de estradiol realza la toxicidad inducida por MK801 en la RSG de ratas
macho enteras. Ratas macho enteras fueron tratadas con vh, EB, TP o DHT por tres dias
consecutivos antes de una sola dosis i.p. de MK801 (5 mg/kg) y la neurodegeneracion en la RSG
fue analizada tres dias mas adelante empleando la técnica A-Cu-AG. Microfotografias de las
imagenes representativas de bajo aumento de la RSG (lat. 1,4 mm) de ratas macho tratados con el
vh (A) y EB (B). Observe que el EB realza la toxicidad inducida por MK801 en la RSG. (C)
Analisis cuantitativo de la neurodegeneracion de la toxicidad inducida por MK801 en la RSG de
ratas macho. El nimero de somas argirofilicos en la capa IV de la RSG (lat. 0,9 — 1,4 mm) fue
registrado y analizado estadisticamente. *p < 0,003 contra macho + vh por ANOVA, F3,3,=7,6
seguido por la prueba post hoc de Newman-Keuls. El resto de las comparaciones relevantes no
fueron significativas. En el paréntesis se indican el nimero de casos. Escala de barra: 200 um.
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1.2 Determinacion de la degeneracion neuronal inducida por MK801 en ratas
macho enteras y orquiectomizadas

Los datos presentados demuestran un marcado dimorfismo sexual en el efecto
neurodegenerativo del MK801. Numerosos trabajos previos describieron en detalle las
areas sensibles, el curso temporal y la dosis dependencia del efecto neurodegenerativo del
MKS8O01 en la rata hembra (194, 75, 76), sin embargo no existe dicha caracterizacion para
ratas machos. Por lo tanto en el siguiente grupo de experimentos se analizd de manera
sistematica la neurotoxicidad irreversible en los machos enteros y ORQ. Inicialmente se
examino el efecto neurodegenerativo de diferentes dosis de MK801 (5, 10 y 15 mg/kg)
luego de 3 dias de sobrevida. Como previamente se demostrd, la dosis de 5 mg/kg de
MKS801 induce en el macho entero un cuadro de neurotoxicidad apenas apreciable,
mientras que en los ORQ se evidencia un cuadro intenso de neurotoxicidad, con un
elevado niimero de somas argirofilicos en la RSG (Figura 6 B y D). Con la dosis de
MKS801 de 10 mg/kg, el macho entero muestra aumento en el nimero de somas
argirofilicos en la RSG e incremento en el cuadro de degeneracion terminal en la corteza
retroesplenial disgranular (RSD) y en las capas [ y IV de toda la corteza somatosensorial.
La misma dosis de MK801 en los ORQ reveld un cuadro de neurodegeneracion de mucha
mayor magnitud en todas estas estructuras. Con dosis de 15 mg/kg se intensificd el
cuadro neurodegenerativo en el macho entero y ain mas en el ORQ. Sin embargo,
debido a que esta dosis de MK801 produce efectos conductuales muy severos incluyendo
signos de apnea y una muy lenta recuperacion, con una significativa pérdida de peso y
signos de deshidratacion al momento del sacrificio, esta dosis no fue utilizada para
experimentos subsiguientes.

Para analizar el curso temporal de la neurodegeneracion inducida por MK801 en
machos enteros y ORQ se selecciond la dosis de 10 mg/kg y su efecto se evalud luego de
24 hs, 48 hs, 72 hs y 120 hs. Considerando que la velocidad a la cual procede la muerte
celular depende del mecanismo subyacente de la neurodegeneracion y ello condiciona la
posibilidad de ponerla de manifiesto segtn el tipo de técnica que se emplee (57-59, 113),
la neurodegeneracion se reveld6 empleando las técnicas A-Cu-Ag y FJB en cortes
adyacentes. Si bien, a diferencia de la A-Cu-Ag, la técnica de FJB no permite revelar
degeneracion terminal (Figura 10 A, B, C y D), ambas técnicas mostraron un patron de
degeneracion somatica muy similar, lo que permitié determinar la degeneracion somatica

con técnicas complementarias (Figura 10 A y B).
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Figura 10: Cuadro comparativo de las técnicas amino cupro argéntica (A-Cu-AG) y Fluoro Jade B
(FJB) en la deteccion de la degeneracion inducida por MK801. (A-B) Comparacion de la técnica
A-Cu-AG y FJIB en cortes sagitales de la RSG (lat. 1,2) de una rata macho ORQ tratada con
MKS801 (10 mg/kg) y sacrificada 3 dias postratamiento. (A) En cortes sagitales la técnica A-Cu-AG
muestra la degeneracion terminal principalmente en las capa [ y IV y una densa cantidad de somas
argirofilicos en la capa IV de la RSG. (B) FJB tifiec los somas en la capa IV del RSG. La
degeneracion de dendritas que estan tefiidas con A-Cu-AG en la capa [ y IV de la RSG no son
evidentes con FJB. (C-D) Fotomicrografias de las técnicas A-Cu-AG y FJB en la deteccion de la
degeneracion terminal inducida por MK801 en cortes frontales (Bregma -3,8) en las areas CAl y
CA2/CA4 del hipocampo de una rata macho ORQ tratada con MK801(10 mg/kg) sacrificada 3 dias
postratamiento. (C) A bajo aumento (25X) la técnica A-Cu-AG reveld una degeneracion intensa y
masiva de terminales que se refleja en el area tefiida de negro en el campo CAl del hipocampo, el
cual se puede observar en la magnificacion de 40X en el recuadro. (D) por el contrario, FJB no
detecta ninguna degeneracion terminal en ninguno de los aumentos.
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A las 24hs, en la capa IV de la RSG se observaron los primeros signos de somas
neurodegenerativos. En este tiempo de sobrevida, tanto en los machos enteros como en
los ORQ, las neuronas fuertemente argirofilicas mostraron el soma y sus dendritas
apicales con morfologia aparentemente normal, pero con el ax6én en forma de tirabuzon,
morfologia tipica de un estadio temprano de degeneracion (Figura 11 A y B). La capa |
de RSG mostro signos de degeneracion dendritica donde atin se pudo observar fibras
enteras, algunas orientadas horizontalmente a la capa I y otras verticales, intercaladas con
degeneracion terminal puntiforme. En RSD predominé la degeneracion terminal,
mostrando una argirofilia més densa en la capa I, y mas difusa en las capas profundas.
Analizando areas mas laterales se observd degeneracion terminal de la capa [ y IV de la
corteza somatosensorial, mas especificamente en la corteza visual secundaria medio-
medial, medio lateral y lateral (VIMM, V2ML y V2L) y corteza visual primaria (V1). Es
interesante resaltar que la degeneracidon terminal cesa abruptamente aproximadamente en
el inicio de la corteza motora secundaria (M2), la cual quedé libre de cualquier signo de
degeneracion detectable con la técnica A-Cu-Ag 6 FIB. También se reveld degeneracion
terminal en la corteza perirhinal, ectorhinal (PRh, Ect), en la capa I de la corteza
entorhinal (ENT), y en la capa CAl del hipocampo dorsal. En cortes mas laterales, se
observaron algunas dendritas y somas argirofilicos dentro del nucleo amigdalino cortical
postero-lateral (PLCo). En el bulbo olfatorio se encontr6 una gran cantidad de neuronas
con caracteristicas de degeneracion apoptodtica, comparables a la que se encuentra en la
rata hembra (33, 34).

A las 48 hs, tanto en el macho entero como en el ORQ, el incremento de la
degeneracion en RSG y RSD fue notable, presentando un aumento en la cantidad de
somas, fibras y terminales (Figura 11 C y D). Ademads en los ORQ se detectaron los
primeros signos de muerte somatica en la capa III de la corteza entorhinal y en PLCo.
Por el contrario, estos caracteres de neurodegeneracion no se observaron en el macho
entero a este tiempo de sobrevida, donde en PLCo sélo se observaron rastros de algunas
dendritas argirofilicas.

A las 72 hs posteriores al tratamiento de MKS801 el nimero de neuronas
argirofilicas en RSG reflejo su maxima expresion, presentando caracteristicas de muerte
en una etapa mas avanzada, con dendritas fragmentadas y separadas del soma (Figura 11

EyF).
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Figura 11: Curso temporal de la neurodegeneracion inducida por MK801 en machos enteros y
ORQ en la RSG. En ratas machos enteras y ORQ se administré una dosis de MK801 (10
mg/kg) y su efecto se evaluo luego de 24, 48 y 72 hs en cortes sagitales de la RSG (lat. 1,2).
(A-B) 24 hs postratamiento de MK801 se observaron los primeros signos de somas
neurodegenerativos en la capa IV de la RSG. Tanto en los machos enteros (A) como en los
ORQ (B), las neuronas fuertemente argirofilicas mostraron el soma y sus dendritas con
morfologia tipica de un estadio temprano de degeneracion (recuadro). (C-D) A las 48 hs
postratamiento de MK801, tanto en el macho entero (C) como en el ORQ (D), el incremento de
la degeneracion en la RSG fue notable, presentado un aumento en la cantidad de somas, fibras y
terminales. (E-F) 72 hs posteriores al tratamiento de MKS801, el niimero de neuronas
argirofilicas en la RSG reflejé su maxima expresion tanto en el macho entero (E) como en el
ORQ (F), presentando caracteristicas de muerte en una etapa mas avanzada, con dendritas
fragmentadas y separadas del soma. La diferencia de sensibilidad del ORQ es claramente
visible, no solo por el mimero de somas argirofilicos, sino que también por la densidad de la
degeneracion terminal en la capa I de RSG. Escala de barra 200 pm.
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Semejante a la rata hembra con 72hs de sobrevida postratamiento de MK801, el
macho también presentd un patrén de degeneracion somatodendritica en la capa IV con
un gradiente lateromedial (0,1-1,55 mm) (Figura 12 A, B, C, D) y rostrocaudal, (1,8-7,3
del Bregma) (Figura 12 E). Sin embargo, somas argirofilicos se detectaron no solo en
la capa IV, sino que ademas en la capa V, mientras que dendritas, axones y terminales
se observaban en las capas I, IV y V, dejando las capas Il y III libres de marca. A su
vez el gradiente rostrocaudal fue mas pronunciado, casi delineado las subdivisiones
RSGb y RSGa. La degeneracion terminal se detectd no s6lo en RSG, sino que también
en RSD, capa I y IV de la corteza somatosensorial, mas especificamente en V2MM,
V2ML, VIM, V2L, corteza auditiva (Au), corteza de asociacion temporal (TeA), PRh.
ECT y ENT, capa CAl del hipocampo y esporddicamente en el pre y post subiculum
(Figura 13 A y B). En los ORQ la degeneracion terminal fue aiin mas intensa en las
estructuras mencionadas, y ademas se revelaron somas argirofilicos en la capa I1I de la
ENT, y en PLCo. Es importante sefialar que la degeneracion de terminales puestos de
manifiesto con la A-Cu-Ag, no fueron detectadas con FJB, que solo permitié visualizar
somas degenerativos. Por ultimo, a las 120 hs se observd una clara reduccion del
patron degenerativo tanto en machos enteros como ORQ. En este punto temporal el
macho entero practicamente no reveld signos de degeneracion y solo en el ORQ se
pudo observar que la RSG sigue siendo la region mas afectada, aunque el cuadro
degenerativo mostré una mayor fragmentacion axonal de las células muertas y pocas
neuronas con morfologia completa, sugiriendo que no se reclutan nuevas neuronas.
Dentro de las estructura hipocampales CAl atn presenta el cuadro de degeneracion
terminal, siendo dificil determinar si es menos densa que en etapas anteriores de
sobrevida. En RSD, V2MM, Post, Ect, PRh, Au y ENT la degeneracion terminal se
encontro restringida a la capa I. La corteza visual mantuvo el patron degenerativo mas

denso dentro de las areas neocorticales, aunque en menor grado que a las 72 hs.
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Figura 12: Degeneracion lateromedial y anteroposterior en la RSC inducida por MK801 en ratas
macho enteros y ORQ. Ratas macho enteros y ORQ fueron tratados con MK801 (10 mg/kg) y la
neurodegeneracion en la RSG fue analizada tres dias mas adelante utilizando la técnica A-Cu-AG.
Analisis cualitativo de la degeneracion lateromedial de la rata macho entero y ORQ en cortes
sagitales. (A y C) Macho entero a diferentes alturas, lateral 0,20 mm (A) y 0,90 mm (C) de la linea
media, las flechas rojas indican somas argirofilicos. (B y D) ORQ a diferentes alturas laterales
0,20 mm (B) y 0,90 mm (D) de la linea media, las flechas rojas indican los somas argirofilicos que
cubren la RSGe, principalmente en cortes mas mediales. (E) Analisis semicuantitativo en ratas
macho enteros de la RSG en cortes frontales revelados con la A-Cu-Ag con 5 mg/kg (circulo negro
y triangulo negro) y 10 mg/kg (circulo rojo) de MK801 y con diferentes sobrevidas, 24 hs (circulo
negro) y 72 hs (triangulo negro y circulo rojo). La cantidad de somas argirofilicos incrementa
caudalmente, y es significativamente mayor con 10mg/kg (***p < 0,0001; * p <0,5).
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Figura 13: Degeneracion terminal inducida por MK801 en la rata ORQ. Ratas macho ORQ
fueron tratadas con MK801 (10 mg/kg) y la neurodegeneracion en la RSG fue analizada tres dias
mas adelante utilizando la técnica A-Cu-AG. (A) Corte frontal (Bregma -6,24 mm) de bajo
aumento, revelando la degeneracion terminal en diferentes areas corticales de la rata ORQ. En
RSD predominé la degeneracion terminal, mostrando una argirofilia mas densa en la capa I, y
mas difusa en las capas profundas. Analizando areas mas laterales se observo degeneracion
terminal de la capa [ y IV de la corteza somatosensorial, mas especificamente en la corteza visual
secundaria medio-medial, medio lateral y lateral (VIMM, V2ML y V2L) y primaria (V1).
También se reveld degeneracion terminal en la corteza perirhinal, ectorhinal (PRh, Ect), en la
capa I de la corteza entorhinal (ENT). Abreviaturas: Au: Corteza auditiva; CAl: campo CAl del
hipocampo; cc: cuerpo calloso; cg: cingulo; DG: giro dentado; Post: postsubiculum; S:
Subiculum; TeA: Corteza de asociacion temporal. (B) Microfotografia de la degeneracion
terminal de la corteza (Bregma -5,64 mm) a bajo aumento en campo oscuro. La argirofilia de las
terminales en el campo oscuro se aprecia aun mejor por el brillo intenso que se revela.

En conjunto estos resultados demuestran que el efecto neurodegenerativo inducido
por una dosis aguda 1.p. de MK801 (10 mg/kg) en el macho alcanza su méximo luego de
72 hs. Ademas, pudo constatarse que las areas afectadas son similares para machos
intactos y ORQ, sin embargo la magnitud de la degeneracion es claramente mayor en el

ORQ.
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2) ANALISIS DE LOS CAMBIOS MORFOFUNCIONALES INDUCIDOS POR
EL EFECTO NEUROTOXICO DE MK801
Estudio de la induccion de proteinas codificadas por los genes de expresion
temprana
2.1. Activacion neuronal revelada con la expresion de la proteina c-Fos: Efecto del

tratamiento de una dosis aguda neurotéxica de MK801

Los genes de expresion temprana (GETs) llevan su nombre debido a que se
inducen rapidamente luego de que las neuronas que los portan son estimuladas
adecuadamente. La induccion del c-Fos, un GET, es utilizado como herramienta de
mapeo anatomico funcional para identificar células y circuitos que se activan en la
respuesta a diversos estimulos (136). Ademas, trabajos previos han relacionado la
expresion continua y prolongada de c-Fos con la neurodegeneracion programada en vivo
(233; 278). Para identificar las poblaciones neuronales involucradas en la respuesta
inducida por una dosis aguda y neurotoxica de MK801, se analizd la expresion de la
inmunorreactividad de la proteina c-Fos en areas de la corteza y de la AEX.

Se analizaron cualitativamente y a diferentes tiempos de sobrevida los cambios en la
expresion de la inmunorreactividad de la proteina c-Fos en machos control, tratados con
salina (CINa 0,9%), y experimentales, tratados con MK801 (10 mg/kg). En todos los
tiempos de sobrevida analizados, los animales controles mostraron una
inmunorreactividad basal de c-Fos nula, a excepcidon de neuronas aisladas que se
encontraron azarosamente en diferentes areas del cerebro. Por el contrario, a las tres
horas de sobrevida de la inyeccion de MK801, una induccidon robusta se detectd en la
capa IV de RSG y RSD, como asi también en la capa IV de toda la neocorteza
somatosensorial incluyendo V2MM y V2L. La corteza entorhinal (ENT) revel6 un
marcado incremento en la capa III, lo que es consistente con observaciones previas (79-
81, 247, 282). Dentro de la AEX, el ntcleo central lateral (CeL) reveld un pequefio
incremento en el nimero de células marcadas, que también se pudo observar en el nucleo
del lecho de la estria terminal lateral (BSTL), pero no en los otros nucleos amigdalinos.
Este cuadro se mantuvo igual a las 8 horas del tratamiento de MK801 (Figura 14).
Llamativamente, la robusta induccidon de c-Fos de areas especificas analizadas se
mantuvo con similar intensidad atin 24 horas postinyeccion (Figura 14), restableciendo

los niveles practicamente basales recién luego de 72 horas (Figura 14).
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Figura 14: Analisis cualitativo de los cambios en la expresion de la inmunorreactividad de la
proteina c-Fos a diferentes tiempos de sobrevida en ratas control, tratados con salina, y
experimentales, tratados con MK801 (10 mg/kg). En los animales control, se revela una
inmunorreactividad basal de c-Fos practicamente nula, a excepcion de neuronas aisladas que se
encontraron azarosamente en CeL y V2L. A las 8 horas del tratamiento con MK801, dentro de la
amigdala extendida, el nlicleo central lateral (CeL) (lat. 4,2 mm), reveld un pequefio incremento en
el nimero de células marcadas. Una induccion robusta de la proteina c-Fos se detectd en la capa
IV de la RSG (lat. 1,4 mm) y también en la capa IV de toda la corteza visual secundaria medio
medial y lateral (V2MM y V2L) (lat. 1,55 mm). La corteza entorhinal (ENT) (lat. 4,32 mm) reveld
un marcado incremento en la capa III. A las 24 horas la induccion de la proteina c-Fos se mantuvo
en CeL, RSG, V2L pero en ENT se aprecia la disminucion de la misma. A las 72 horas en CeL se
mantiene una sefial de la proteina c-Fos, sin embargo, en RSG, V2L y ENT los niveles habian
disminuido notablemente. Los numeros romanos (I-VI) en RSG, V2L y ENT indican las capas
corticales. Abreviaturas: BL: Nucleo amigdalino basolateral; CPu: Caudado Putamen; st: estria
terminali. Escala de barra: 200um.

Se analizé cuantitativamente la inmunorreactividad a c-Fos luego de 3 dias de
administracion encontrandose que MKS801 indujo un significativo incremento en el
numero de neuronas c-Fos restringidas a CeL (p < 0,001) (Figura 15 A 'y B); BSTL (p <
0,001) (Figura 15 C y D); V2MM (p < 0,002) y en V2L (p < 0,05) (ANOVA de dos vias:
tratamiento x area, tratamiento Fpj41=11,91; p <0,02601; area Fpy1441=82,37; p < 0,0001;
interaccion tratamiento y area Fpij441=4,25; p < 0,0003; test post hoc de Newman Keuls)

(Figura 15 E). Estos resultados muestran que una dosis neurotoxica de MK801 promueve
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una expresion de c-Fos sostenida en el tiempo, sugiriendo que la toxicidad inducida por el

farmaco desencadena cambios adaptativos prolongados.
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Figura 15: El MK801 induce una marca sostenida en el tiempo de c-Fos en la amigdala central
lateral (CeL) y en el ntcleo del lecho de la estria terminal lateral (BSTL). Microfotografia de
bajo aumento de cortes sagitales de la CeL (lat. 4,20 mm) de ratas macho enteros tratadas con
CINa (0,9%) (A) y MKS801 (10 mg/kg) (B) con 72 horas de sobrevida. (C-D) Microfotografia de
bajo aumento, de cortes sagitales del BSTL (lat. 1,9 mm) en la ratas tratados con CINa 0,9% (C)
y MK801 (10 mg/kg) (D). (E): Analisis cuantitativo de la inmunorreactividad a c-Fos en
diferentes nucleos amigdalinos y area corticales luego de 3 dias de la administracion de MK801
(10 mg/kg). Se reveld que MK801 indujo un significativo incremento en el nimero de neuronas
c-Fos restringidas a CeL (***p < 0,001); BSTL (***p < 0,001); V2MM (***p < 0,002) y en V2L
(*p < 0,05). ANOVA de dos vias: tratamiento x area; tratamiento Fj; 4= 11,91; p<0,02601; area
Fii1,441 = 82,37; p<0,0001; interaccion tratamiento y area Fijj 441 = 4,25; p<0,0003; test post-hoc de
Newman Keuls. Abreviaturas: ac: comisura anterior; AHI: Area amigdalohipocampal; BL:
Nucleo amigdalino basolateral; BSTLD: Nucleo del lecho de la estria terminal lateral division
dorsal; BSTM: Nucleo del lecho de la estria terminal medial; CPu: Caudado putamen; cst:
comisura de la estria terminali; GP: Globo palido; ic: Capsula interna; Opt: Tracto Optico; Rt:
Nucleo talamico reticular; st: Estria terminali; VL: Ventriculo lateral. Escala de barra: 200 um
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2.2 Efecto del tratamiento de una dosis aguda neurotéxica de MK801 sobre la
expresion de proteinas FosB/AFosB en diferentes estructuras de la amigdala

extendida y de la corteza

Ha sido ampliamente estudiado que la exposicion a drogas de abuso causa la
induccioén temporal de factores de transcripcion FosB y AFosB en diferentes areas del
cerebro (14, 106, 110, 159, 170, 191, 192). AFosB es una isoforma truncada de FosB,
cuya expresion persiste durante varias semanas debido a la inusual estabilidad de esta
proteina ya que carece de dominios que normalmente se encuentran en el c-terminal de
FosB y otras proteinas de la familia Fos (37). A su vez, la induccion de AFosB en
regiones especificas del cerebro ha sido relacionada con mecanismos de plasticidad
neuronal y cambios adaptativos que estarian asociados a diversas condiciones como la
adiccion a drogas, estrés, depresion, antipsicoticos, antidepresivos, neurotoxicidad
inducida por acido kainico y denervacion dopaminérgica (159). Para estudiar si los
efectos neurotdxicos de MK801 inducen un proceso de adaptacion neuronal prolongado
en estructuras corticales y amigdalinas, se analizd la inmunorreactividad a la proteina
FosB/AFosB, 3 dias luego de la administracion de una dosis neurotoxica de MK801 (10
mg/kg).

Al analizar la expresion de la inmunorreactividad a FosB/AFosB, se observo la
inmunomarca confinada exclusivamente al nucleo celular. En ratas machos controles
tratados con salina se observd una inmunorreactividad basal tenue en los nucleos CeL y
CeM, y Me, y en sus respectivos niicleos rostrales, BSTL y BSTM. En las estructuras
corticales RSG, RSD, V2MM y V2L se observé una moderada expresion basal en las
capas II, IIl, V 'y VI (Figura 16 A, Cy E). En la corteza ENT la expresion basal se
encontro restringida a las capa II, [V, V y VI, aunque con una inmunorreactividad mucho

mas leve (Figura 16 E, 19 Ay O).

67

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

Capitulo 3: Resultados

Figura 16: E1 MKS801 induce una marca sostenida en el tiempo de la expresion de proteinas
FosB/AFosB en diferentes estructuras corticales de la rata macho entera. Se analizo la
inmunorreactividad a FosB/AFosB en ratas macho enteros 3 dias postratamiento de CINa (0,9%)
o de MK801 (10 mg/kg). (A-B) Fotomicrografias de campo oscuro a bajo aumento de la
expresion de FosB/AFosB en la corteza retroesplenial (RSG); (C-D) corteza visual secundaria
mediomedial (V2MM) y (E-F) corteza visual secundaria lateral (V2L) y corteza entorhinal
(ENT). En ratas machos controles tratados con CINa (0,9%) se observé una moderada
inmunorreactividad basal en las capas II, III, V y VI de la RSG (A) y V2MM (C). En la corteza
ENT (E) la expresion basal se encontro restringida a la capa II, V y VI. Las ratas tratadas con
MKS801 mostraron una clara y robusta inducciéon de la inmunorreactividad de FosB/AFosB
principalmente en la capa IV (flechas blancas) de la RSG (B), V2MM (D), V2L (F) y en la capa
IIT de la corteza ENT (F). Abreviaturas: CAl: campo CAl del hipocampo; fmj: Cuerpo calloso
forceps mayor; Or: capa de Orions del hipocampo; PoDG: Capa polimorfica del giro dentado.
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Las ratas macho tratadas con MK801 mostraron una clara y robusta induccion de la
mmunorreactividad de FosB/AFosB en las estructuras corticales definidas,
exclusivamente en la capa IV de la cortezas retroespleniales y visuales, y en la capa 111 de
la corteza ENT (Figura 16 B, D y F; Figura 17 A y B). Por el contrario, no se detectaron
cambios en los nucleos amigdalinos. Un detallado analisis cuantitativo del nimero de
neuronas inmunorreactivas a FosB/AFosB en las diferentes estructuras corticales y
amigdalinas confirmo6 un significativo incremento del nimero de neuronas FosB/AFosB
en las estructuras corticales analizadas. Un ANOVA de dos vias (tratamiento x area)
reveld un efecto significativo del tratamiento de MK801 (Fj; 6= 60,99; p < 0,0002); del
area (Fpi1,66)= 16,26; p < 0,0000) y de la interaccion entre el tratamiento y area (Fi166) =
12,76; p < 0,0000). El posterior test post hoc de Newman Keuls confirmé que no existian
diferencias significativas en los nicleos amigdalinos Me, BSTM, BSTS, CeL, CeM ni
BSTL (Figura 17 E). Por el contrario, el andlisis post hoc de las estructuras corticales
confirmo un significativo incremento especificamente en la capa IV de las cortezas RSG;
(p <0,0001), RSD (p < 0,006), V2L (p < 0,0001), V2MM (p < 0,007) (Figura 17 E). De
manera similar, se reveld una diferencia significativa en la capa III de la corteza ENT (p
<0,0001) (Figura 17 E).

Es interesante sefalar que estas estructuras corticales en animales tratados con
MKS01 presentan degeneracion terminal, indicando que podria existir una relacion entre
la degeneracion de terminales y el incremento de la expresion de FosB/AFosB.
Consistente con esta observacion las areas amigdalinas no muestran degeneracion
terminal, ni cambios en la expresion de FosB/AFosB inducidas por el MK801. Para
poner de manifiesto si existe una correlacion entre el aumento de la neurodegeneracion
terminal y la expresion de FosB/AFosB se analiz6 el efecto de MK801 en ratas macho
ORQ, en donde se produce un incremento en la degeneracion somatica y terminal con la
misma dosis de MK801 (10 mg/kg). Los resultados muestran que en machos ORQ
controles (salina), la cantidad y distribucion de neuronas FosB es similar a la de los
machos enteros (salina), indicando que la orquiectomia per se no afecta la expresion basal
de FosB/AFosB. Ademas se observo que en machos ORQ el MKS801 induce la expresion
de FosB/AFosB restringida a las mismas areas corticales que los machos enteros , o sea
en RSG (p < 0,0001), RSD (p < 0,0002), V2MM (p < 0,0001), V2L (p < 0,0001) y ENT
(p < 0,0001), (ANOVA de dos vias: tratamiento x 4rea, tratamiento Fp6 = 380; p <
0,000001; area Fj11,661= 16,26; p < 0,0000; interaccion tratamiento x area Fi166)= 12,76; p
< 0,0000; test post hoc de Newman Keuls) (Figura 17 F).
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Figura 17: Comparacion de la induccion de FosB/AFosB entre machos enteros y ORQ en
diferentes areas corticales sensibles a los efectos neurotoxicos de MK801. Se analizd la
inmunorreactividad a FosB/AFosB en ratas macho enteros (A-B) y ORQ (C-D) 3 dias
postratamiento de una sola dosis de CINa (0,9%) o de MK801 (10 mg/kg). Fotomicrografias de
la corteza entorhinal (ENT) de ratas macho enteros tratados con CINa (A) y MK801 (B). En el
recuadro la ampliacion de los somas de la capa III de la ENT muestra la clara induccion de
FosB/AFosB. De manera semejante se analiz6 la inmunorreactividad de FosB/AFosB en
animales ORQ tratados con salina (C) y MK801 (D). Los resultados muestran que en los ORQ
controles (C), la cantidad y distribucion de neuronas FosB/AFosB es similar a la de los machos
enteros (A), indicando que la orquiectomia no afecta la expresion basal de FosB/AFosB. En el
ORQ tratado con MK801 (D) se puede apreciar la marca incrementada de FosB/AFosB. (E) Un
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detallado analisis cuantitativo del niimero de neuronas inmunorreactivas a FosB/AFosB en las
diferentes estructuras corticales y amigdalinas de la rata macho entero confirmé un significativo
incremento del numero de neuronas FosB/AFosB en las estructuras corticales analizadas. Un
ANOVA de dos vias (tratamiento x area) revel6 un efecto significativo del tratamiento de MK801
(Fp,60=60,99; p < 0,0002); del area analizada (F1; 66 - 16,26; p < 0,0000) y de la interaccion entre
el tratamiento y el area (Fpj166 - 12,76; p < 0,0000). EIl analisis post-hoc de las estructuras
corticales confirmé un significativo incremento especificamente en las capas IV de las cortezas
RSG (p <0,0001), RSD (p < 0,006), V2L (p < 0,0001), V2MM (p < 0,007) y en la capa III de la
corteza ENT (p < 0,0001). En los ORQ (F) se observo que el MK801 induce la expresion de
FosB/AFosB restringida a las mismas areas corticales que los machos enteros , o sea en RSG (p <
0,0001), RSD (p < 0,0002), V2MM (p < 0,0001),V2L (p < 0,0001) y ENT (p < 0,0001),
(ANOVA de dos vias: tratamiento x area , tratamiento F; )= 380; p < 0,000001; area F;; 6 -
16,26; p < 0,0000; interaccion tratamiento x area Fji6 - 12,76; p< 0,0000; test post hoc de
Newman Keuls). (G) Analisis comparativo de la induccion de FosB/AFosB entre ratas macho
enteras y ORQ. Se realiz6 un ANOVA de tres vias (tratamiento X sexo x area), donde se
confirmo el efecto significativo del tratamiento Fj; 1o;= 412; p < 0,000000;del sexo F 1= 13,51;
p <0,003173; y del area F445;= 40,24; p < 0,000000, y que ademas existia una interaccion entre
el tratamiento y el area (Fps45;= 33,11; p< 0,000000), revelando que areas corticales RSG (p <
0,05), V2L (p < 0,01) y ENT (p < 0,04).presentaban un cuadro mas intenso de
inmunorreactividad en el macho ORQ que en el macho entero

Para evaluar si el incremento de la induccion de FosB/AFosB era significativamente
mayor en la rata macho ORQ se realizo la comparacion cuantitativa entre la expresion de
proteinas de la familia FosB/AFosB de los animales tratados con MK801 enteros y ORQ
en las estructuras corticales donde anteriormente se habian encontrado diferencias
significativas, o sea en RSG, RSD, V2MM, V2L y ENT. Se analiz6é la ORQ como una
diferencia en el sexo, realizandose un ANOVA de tres vias (tratamiento X sexo X area),
donde se confirmo el efecto significativo del tratamiento de MK801 (F1,127 = 412; p <
0,000001), de la orquiectomia (Fjj,127=13,51; p < 0,003173); y del area analizada (F44s;
= 40,24; p < 0,000001), y que ademés existia una interaccion entre el tratamiento y el
area (F4481=33,11; p < 0,000001), revelando que ciertas areas corticales presentaban un
cuadro mas intenso de inmunorreactividad en el macho ORQ que en el macho entero,
como por ejemplo en RSG (p < 0,05), V2L (p <0,01) y ENT (p < 0,04) (test post hoc de
Newman Keuls ) (Figura 17 B, Dy G).

Estas observaciones sugieren que podria existir una relacion entre la presencia de
terminales degenerativos y la induccion de FosB/AFosB. Para poner de manifiesto esa
posibilidad se realizd una doble marcaciéon con FosB/AFosB y A-Cu-Ag. En las areas
corticales RSG, RSD, V2MM y V2L se habia observado que las capas II, III, V y VI,
libres de degeneracion terminal, no mostraban alteraciones en la expresion de
FosB/AFosB con respecto al control (Figura 16). Por el contrario, la degeneracion

terminal confinada a la capa I y IV de estas estructuras corticales, coincidid
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topograficamente con una incrementada inmunorreactividad a FosB/AFosB (Figura 18 y
19), sugiriendo que en esas areas corticales la induccidon de FosB/AFosB podria estar

ligada a la degeneracion de las terminales aferentes.

Figura 18: Doble tincion de la inmunomarcacion contra la proteina FosB/AFosB y A-Cu-Ag
revela la colocalizacion de la induccion de FosB/AFosB y terminales argirofilicas en la corteza
retroesplenial granular (RSG). Ratas macho ORQ tratados con MK801 (10mg/kg) y tres dias de
sobrevida revelados con inmunohistoquimica contra la proteina FosB/AFosB y la técnica A-Cu-
Ag para revelar terminales argirofilicas. (A) Microfotografia de la RSG (lat. 1,4 mm) a bajo
aumento revela que la inmunomarca no interfiere con las marca de la A-Cu-G, destacando somas
argirofilicos y neuronas FosB/AFosB positivas en la capa IV, dejando la capa II-III libre, y la
capa I con una densa marcacion argirofilica de terminales.(B) Aumento de una porcion de la capa
IV de la RSG donde se puede apreciar que no hay colocalizacion de FosB/AFosB y somas
argirofilicos, sin embargo a mayor aumento (C) se pueden observan terminales que colocalizan
en algunas neuronas FosB/AFosB positivas.
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Estos resultados apoyarian la hipotesis de que la prolongacion de la trascripcion
de GETs sirve como un marcador de lesion cerebral excitotoxica y que pueden

desempefiar un papel en la neurodegeneracion y/o neuroproteccion, o tal vez en la

reorganizacion sinaptica de las poblaciones neuronales en donde ellas se expresan.

Figura 19: Doble marcacion de FosB/AFosB y A-Cu-Ag revela la colocalizaciéon de la induccion
de FosB/AFosB y terminales argirofilicas en la corteza visual secundaria (V2L). Ratas macho
ORQ tratados con MK801 (10 mg/kg) y tres dias de sobrevida revelados con inmunohistoquimica
contra la proteina FosB/AFosB y la técnica A-Cu-Ag. (A) Microfotografia de la V2L (lat. 4,0
mm) a bajo aumento (25X) revela que el incremento de la inmunomarca de FosB/AFosB positivas
en la capa IV coincide con una densa marcacion argirofilica de terminales. (B) Aumento (1000X)
de una porcién de la capa IV de la V2L donde se puede apreciar que las terminales argirofilicas se
colocalizan con la inmunomarca de FosB/AFosB.

2.3 Efecto del tratamiento de una dosis aguda neurotoxica de MK801 sobre la
expresion de proteinas EGR-1 en diferentes estructuras de la amigdala extendida y

de la corteza

Similar a c-Fos, el “early growth response 1” (EGR-1 o también denominado zif
268, Krox-24 y NGFI-A) es otro GET que ha sido extensamente empleado para estudiar
respuestas neuronales a estimulos sensoriales. A diferencia de c-Fos que tiene una
expresion constitutiva practicamente nula, EGR-1 tiene una expresion basal que puede
incrementarse o reducirse en funcion del tipo de estimulacion recibida (23). Se considera
que los productos de expresion de EGR-1 estarian relacionados con la actividad sinaptica
normal o ligados a procesos de aprendizaje y plasticidad (130). Por otro lado, se han
observado cambios en la expresion de EGR-1 en respuesta a drogas de abuso (232) y en

procesos de neurotoxicidad (245). A fin de identificar las estructuras corticales y
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amigdalinas afectadas por la toxicidad de antagonistas NMDA, se analizd la
inmunorreactividad a EGR-1 luego de 3 dias de la administracion de MK801 (10 mg/kg).

En machos controles (salina) se observo una expresion basal de EGR-1 confinada
exclusivamente al nicleo celular. Abundante cantidad de neuronas inmunorreactivas a
EGR-1 se manifestaron en muchas estructuras cerebrales, particularmente en las capas 11,
III, IV y VI de las cortezas RSG, RSD, V2MM y V2L, y las capas III, V y VI de la
corteza ENT (Figura 20 A). En los nucleos amigdalinos Me, MEPV, BSTM, BSTS,
BSTL, CeL, y CeM se reveld una marca basal moderada, mientras que en la amigdala
basolateral se observé una inmunorreactividad a EGR-1 mas intensa.

A diferencia de lo observado con c-Fos, el tratamiento con MK801 no indujo
cambios apreciables en la expresion de EGR-1 en areas corticales 6 amigdalinas de la rata
macho entero, con la notable excepcion de la capa IV de la corteza RSG donde se
observo una dramatica reduccion de la cantidad de neuronas EGR-1 positivas (Figura 20
A-B). Un detallado andlisis cuantitativo del nimero de neuronas inmunorreactivas a
EGR-1 en las diferentes estructuras corticales y amigdalinas confirm6é un efecto
significativo del tratamiento con MK801. El ANOVA de dos vias (tratamiento x area)
reveld un efecto significativo del tratamiento con MK801 (Fj16) = 4,12; p < 0,088); del
area analizada (Fj1,66)= 6,57; p < 0,0000), y de la interaccion entre el tratamiento y area
(Friiee) = 19; p < 0,028). El test post hoc de Newman Keuls revelo el significativo
decremento del numero de neuronas EGR-1 positivas en la capa IV de la RSG debido al
tratamiento con MK801 (p < 0,028), (Figura 20 E). Estas observaciones llamativamente
coinciden con la sistematica presencia de somas degenerativos confinados

exclusivamente en esa estructura cortical (Figura 20 A, B y C).
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Figura 20: Comparacion de la induccion de EGR-1 entre machos enteros y ORQ en diferentes
areas corticales sensibles a los efectos neurotoxicos de MK801. Se analiz6 la inmunorreactividad
a EGR-1 luego de 3 dias de la administracion de una sola dosis de salina (CINa 0,9%) o de
MKS801 (10 mg/kg) en ratas macho enteros (A-B) y ORQ (C-D). Fotomicrografia de la
inmunorreactividad de EGR-1 en la corteza retroesplenial granular (RSG) de macho enteros
tratados con salina (A) y MK801 (B). En el recuadro la ampliacion (400x) de los somas de la capa
IV de la RSG muestra la clara supresion de la marca de EGR-1. De manera semejante se analizo
la inmunorreactividad de EGR-1 en animales ORQ tratados con salina (C) y MK801 (D). Los
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resultados muestran que en ORQ controles (C), la cantidad y distribucién de neuronas EGR-1 es
similar a la de los machos enteros (A), indicando que la orquiectomia no afecta la expresion basal
de EGR-1. En el ORQ tratado con MK801 (D) se puede apreciar la marcada supresion de EGR-1.
(E) Un analisis cuantitativo del nimero de neuronas inmunorreactivas a EGR-1 en las diferentes
estructuras corticales y amigdalinas de la rata macho entero reveld un efecto significativo del
MKS801. Un ANOVA de dos vias (tratamiento x area) reveld un efecto significativo del
tratamiento de MKS801 (F16; = 4,12; p < 0,088); del area Fpj166 = 6,57; p < 0,0000 y de la
interaccion entre el tratamiento y area Fj;66)= 19; p < 0,028. El test post hoc de Newman Keuls
confirmd una significativa supresion del niimero de neuronas EGR-1 positivas en la capa IV de la
RSG (p <0,028). (F) Analisis cuantitativo del nimero de neuronas inmunorreactivas a EGR-1 en
las diferentes estructuras corticales y amigdalinas del ORQ reveld un efecto significativo del
MKS801. El ANOVA de dos vias (tratamiento x area) reveld un efecto significativo del
tratamiento Fj 6= 11,26; p < 0,0153; del area Fji66 = 7,93; p < 0,0000; y de la interaccion
tratamiento y area Fj; 6= 2,10; p < 0,0321. El test post hoc confirmo la supresion significativa
de neuronas EGR-1 positivas en la capa IV de RSG (p < 0,0321). (G) Comparacion estadistica
del nimero de neuronas EGR-1 en la capa IV de RSG en los machos ORQ respecto de los
machos enteros. E1l ANOVA de dos vias (tratamiento x sexo) reveld un efecto significativo del
tratamiento F; 2= 91,18; p < 0,00001; del sexo F[; 12 = 20,74; p < 0,0006; y de la interaccion
Fpi12) =3,64, p < 0,0803. Test post hoc reveld una reduccion significativamente mayor de
neuronas EGR-1 positivas en la capa IV de RSG del ORQ (p < 0,0007).

A fin de analizar la correlacion inversa entre degeneracidon neuronal y la
inmunorreactividad de EGR-1, el efecto de MK801 fue analizado en los machos ORQ.
Los resultados muestran que en los ORQ controles la cantidad y distribucidon de neuronas
EGR-1 es similar a la de los machos enteros indicando que la orquiectomia no afecta la
expresion basal de EGR-1. Asi también se reveld un efecto de MK801 restringido a la
capa IV de la corteza RSG (Figura 20 C y D). El ANOVA de dos vias (tratamiento x
area) reveld un efecto significativo del tratamiento (Fp ¢ = 11,26; p< 0,0153); del area
(Frie61 = 7,93; p< 0,0000); y de la interaccion entre el tratamiento y el area (Fpi166) =
2,10; p <0,0321). Eltest post hoc de Newman Keuls confirm¢é la supresion significativa
de neuronas EGR-1 positivas en la capa IV de RSG de los ORQ (p < 0,0321) (Figura 20
F). Una comparacion estadistica del niimero de neuronas EGR-1 en la capa IV de RSG
mostré una reduccidon significativamente mayor en los machos ORQ respecto de los
machos enteros. El ANOVA de dos vias (tratamiento x sexo) revelo un efecto
significativo del tratamiento de MK801 (Fj,127= 91,18; p < 0,00001) de la orquiectomia
(Fr1,121 = 20,74; p < 0,0006) y de la interaccion entre el tratamiento y la orquiectomia
(Fri,121= 3,64, p < 0,0803) en la RSG. El test post hoc de Newman Keuls reveld que la
supresion de la marca de EGR-1 en la RSG de los machos ORQ era significativamente
mayor que los machos enteros (p < 0,0007) (Figura 20 G). Estos resultados muestran que

la degeneracion neuronal se correlaciona inversamente con la expresion de EGR-1 en la
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capa IV de la RSG, sugiriendo que la reduccion en la expresion de EGR-1 podria estar

ligada a la muerte neuronal (Figura 21).

Figura 21: La degeneracion neuronal se correlaciona inversamente con la expresion de EGR-1 en
la capa IV de la corteza retroesplenial granular (RSG). Fotomicrografia (100X) de cortes
sagitales seriados de la RSG (lat. 1,3 mm) de ratas ORQ tratados con MK801 (10mg/kg) y tres
dias de sobrevida revelados con inmunohistoquimica contra la proteina EGR-1(A), la técnica A-
Cu-Ag (B) y la técnica FIB(C). Se destaca la ausencia de la inmunomarca de la proteina EGR-1
en la capa IV de RSG, sin embargo ambas técnicas de deteccion de muerte neuronal A-Cu-Agy
FJB, revelan en esa misma region una cantidad significativa de degeneracion.
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3) ANALISIS DE LOS CAMBIOS FENOTIPICOS INDUCIDOS POR EL
EFECTO NEUROTOXICO DE MK801
Determinacion de subpoblaciones de neuronas que contienen proteinas fijadoras de

calcio

La especificidad de la muerte neuronal y de la inmunoreactividad de las
subpoblaciones neuronales sugeria que ciertos fenotipos celulares podrian ser
particularmente sensibles al efecto neurotoxico de MK801. Por lo tanto, era de gran
interés identificar el fenotipo de las poblaciones neuronales que presentaban alteraciones
tanto neurotoxicas, como de cambios de neuroplasticidad prolongados revelados por los
GETs. Los A-NMDA bloquean el canal de Ca™, impidiendo el ingreso de los iones al
interior de la neurona. El Ca™ es un regulador de una variedad de funciones de las
neuronas, como excitabilidad, liberacidn de neurotransmisores, transcripcidon de genes y
muerte celular. Las concentraciones dentro del citosol deben estar minuciosamente
controladas para permitir el correcto funcionamiento de la célula. Una variedad de
proteinas de superficie y citosolicas regulan las concentraciones de Ca™, y se conocen
como proteinas ligadas al Ca™ (CaBP). Estas proteinas, como calretinina (CR) y
parvalbumina (PV), entre otras, tienen un bajo peso molecular y actuarian a modo de
buffer endogeno de calcio. Estas CaBP colocalizan dentro de subpoblaciones de
interneuronas GABA¢érgicas y por ende el estudio de su distribucion se utiliza para
comprender la organizacion de circuitos inhibitorios en diferentes regiones del cerebro
(128). Los siguientes experimentos se realizaron a fin de caracterizar el fenotipo celular
afectado por la neurotoxicidad inducida por MK801, para poder determinar si algiin

mecanismo inhibitorio queda perturbado de manera prolongada.

3.1 Efecto del tratamiento de una dosis aguda de MKS801 sobre la expresion de

CaBP: analisis de calretinina y parvalbumina

En machos controles (salina) se realizd la caracterizacion de las células CR
positivas identificando neuronas con una fuerte inmunorreactividad puntiforme en el
citosol, marcando todo el soma, con dendritas y neuropilo. Una gran cantidad de
neuronas manifestaban un soma multipolar con 2 o mas dendritas, las cuales se
diferenciaban en dos grupos de células. En el primer grupo, el soma era angular con 2 a 3

dendritas varicosas, con pocas ramificaciones. El otro grupo de neuronas presentaba
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somas esféricos con 7 o mas dendritas, de las cuales una dendrita era muy gruesa y
oscura, mientras que las otras eran mas claras y finas. Una considerable cantidad de
neuronas inmunorreactivas a CR se manifestaron en numerosas estructuras cerebrales,
particularmente en los nucleos amigdalinos analizados: Me, MEPV, BSTM, BSTS,
BSTL, CeL, y CeM (Figura 22 A y B), donde se reveld un marca basal moderada con una
cuantiosa cantidad de neuropilo y terminales. En la corteza, mas especificamente en
RSG, RSD, V2MM y V2L se observaban neuronas CR positivas dispersas en todas las
capas corticales, salvo la capa I, con escasa coloracion del neuropilo. En la corteza ENT,
especialmente en el campo entorhinal dorsal intermedio, una abundante cantidad de
neuronas y neuropilo se revelo en las capas III, V y VI, dejando la capa IV practicamente

libre y solo unas pocas neuronas aisladas en las capa I y II (Figura 22 C y D).
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Figura 22: Efecto del tratamiento de una dosis aguda de MK801 (10 mg/kg) sobre la expresion
de la proteina ligada al calcio, Calretinina (CR). Se analiz6 la inmunorreactividad de CR luego
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de 3 dias de la administracion de una sola dosis de CINa 0,9% o de MK801 (10 mg/kg) en ratas
macho enteras y ORQ. Fotomicrografia de bajo aumento (50X) de la inmunorreactividad de CR
en amigdala central lateral (CeL) (lat. 4,2 mm) de ratas macho enteras tratadas con salina (A) y
MKS801 (B). Fotomicrografia de bajo aumento (50X) de la inmunorreactividad de CR en la
corteza entorhinal (ENT) (lat. 4,0 mm) de ratas macho tratados con salina (C) y MK801 (D). (E)
Analisis cuantitativo del nimero de neuronas inmunorreactivas a CR en las diferentes estructuras
corticales y amigdalinas en ratas macho enteras. El andlisis estadistico confirm6 que el
tratamiento con MK801 no indujo cambios significativos en la expresion de CR en areas
corticales o amigdalinas. (F) Analisis cuantitativo del nimero de neuronas inmunorreactivas a
CR en las diferentes estructuras corticales y amigdalinas en ratas ORQ. El analisis estadistico
confirmo que el tratamiento con MK801 no indujo cambios significativos en la expresion de CR
en areas corticales o amigdalinas de los animales ORQ.

A diferencia de lo observado con los GET, el tratamiento con MK801 no indujo
cambios apreciables en la expresion de CR en areas corticales o amigdalinas (Figura 22 B
y D). Un detallado analisis cuantitativo del nimero de neuronas inmunorreactivas a CR
en las diferentes estructuras corticales y amigdalinas confirmé que no hubo un efecto
significativo en ninguna de las estructuras analizadas (Figura 22 E). A fin de analizar si
un aumento de la degeneracion inducida por MK801 podria afectar la expresion de CR,
se cuantifico en machos ORQ el nimero de neuronas CR positivas. El analisis demostro
que aumentar el nimero de neuronas muertas no alteraba significativamente la expresion
de CR, indicando que podria ser otro fenotipo celular el que estaria sufriendo la muerte
celular (Figura 22 F).

La inmunomarca de PV consistié en la tincion de somas con dendritas y axones,
de los cuales una cantidad considerable presento un cuerpo de tamafio mediano, o grande,
multipolar, con dendritas varicosas de diferentes espesores. Se distinguieron 3 tipos de
células de acuerdo al tamafio y a la forma. EIl primer tipo revelaba un soma pequefio,
esférico con 3-5 dendritas. El segundo tipo de neuronas presentaba somas medianos a
grandes, multipolares, con dendritas de diferentes espesores. Por ultimo, el tercer grupo,
consistia en somas fusiformes con 2 polos dendriticos cortos y gruesos. La
inmunorreactividad de neuronas PV positivas se distribuia en toda la corteza cerebral,
hipocampo, capa superficial del bulbo olfativo, nicleo talamico reticular, globo palido y
sustancia nigra. Dentro de las areas corticales, la corteza somatosensorial, visual,
auditiva y de asociaciéon exhibian mayor cantidad de c€lulas inmunorreactivas a PV que
la corteza motora. La distribucion de células PV positivas se encontraban dispersas en
diferentes capas corticales en donde la mayoria de las neuronas se encontraban orientadas
verticalmente a la superficie del cerebro, con excepcion de la capa I, que es PV negativa.

Un andlisis semi-cuantitativo reveld6 que existian diferencias en el numero de PV

80

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

Capitulo 3: Resultados

positivas entre las capas (ANOVA, Fp4 201 = 16,92; p< 0,0000), mostrando un incremento
paulatino en el nimero de neuronas PV positivas desde la capa Il hacia la capa IV, que
luego disminuia hacia la capa VI, coincidiendo con un estudio previo de Van Brederode y
col (249). Este mismo patron se podia observar en la RSG, RSD y ENT. Sin embargo,
los nucleos amigdalinos analizados en este trabajo, CeL y CeM, Me, MEPV, BSTS y en
sus respectivos nucleos rostrales, BSTL y BSTM, no presentaban marca positiva para PV.
Estos datos coinciden con el estudio de Kemppainen y Pitkanen (128) sobre la
distribucion de CaBP en el complejo amigdalino de la rata, en donde no se observan
neuronas PV inmunorreactivas en los nicleos amigdalinos central y medial.

Dada la distribucion de células PV positivas en las estructuras de interés de este
trabajo, el analisis semicuantitativo del nimero de neuronas PV positivas se realizo s6lo
en las areas corticales RSG, RSD, V2MM, V2L y ENT. A fin de analizar si un aumento
de la degeneracion inducida por MK801 podria afectar la expresion de PV, se cuantificd
en machos ORQ el numero de neuronas PV positivas. El analisis cuantitativo del nimero
de neuronas inmunorreactivas a PV en las diferentes estructuras corticales confirmé que
no hubo un efecto significativo del tratamiento con MK801 (Fp;4; = 0,009; p < 927) en
ninguna de las estructuras analizadas (ANOVA de dos vias, tratamiento x area, Fj4,16) =
0,48; p <0,7469).

Para corroborar que la muerte neuronal inducida por MKS801 no afectaba
directamente a las neuronas CR y PV positivas, se realizdé una doble marca de CR y PV
conla la técnica A-Cu-AG. Tanto en RSG como en ENT (Figura 23 A y B) de machos
ORQ, donde habia una gran cantidad de neuronas argirofilicas, no se reveld ninguna
doble marca. Esto podria deberse a que los depositos de nitrato de plata interferian con la
reaccion inmunohistoquimica. Para sortear este obsticulo se realizd una triple marca
fluorescente con FJB, PV y Hoechst (Figura 24). La observacion con el microscopio de
fluorescencia confirmé los resultados revelados con la A-Cu-Ag, demostrando que no

habia colocalizacion de la neurodegeneracion y células PV positivas (Figura 24).
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Figura 23: La degeneracion neuronal inducida por MK801 revelada por la A-Cu-Ag no presenta
colocalizacion con neuronas parvalbumina (PV) positivas. Fotomicrografia de bajo (100X) (A) y
de mas alto aumento (200X) (B) de cortes sagitales de la corteza entorhinal (ENT) (lat. 4,0 mm)
de un macho ORQ tratado con MK801 (10mg/kg) y tres dias de sobrevida revelado con la técnica
inmunohistoquimica contra la proteina PV y la técnica para revelar neurodegeneracion, A-Cu-Ag.
No se observa doble marca de neuronas argirofilicas y PV positivas.

200x 630x

Figura 24: La degeneracion neuronal inducida por MKS801 revelada por FIB e
inmunofluorescencia contra parvalbumina (PV) no presenta colocalizacion. Fotomicrografia de
bajo (A) y alto aumento (B) de cortes sagitales de la corteza retroesplenial granular (RSG) (lat.
1,4 mm) de un ORQ tratado con MK801 (10mg/kg) y tres dias de sobrevida revelado con:
Hoechst, para marcar los nucleos neuronales (azul), la técnica de inmunofluorescencia contra la
proteina PV (rojo), y la técnica para revelar neurodegenracion FJB (verde). Se revela la
colocalizacion de nticleos tenidos con Hoechst y neuronas PV positivas (punta de flecha blanca) y
nucleos tenidos con Hoechst y neuronas degeneradas marcadas con FJB (flechas blancas) No se
observa doble marca de neuronas degeneradas marcados por FJB y PV positivas.
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Para estudiar si las neuronas con marcacidon prolongada de FosB/AFosB
colocalizaban con las CaBP, se realizd una doble inmunomarca de las proteinas
FosB/AFosB y PV (Figura 25 A y B). Posteriormente se realizd6 un analisis semi-
cuantitativo de la marcacion en diferentes capas de V2L, debido a la significativa
sensibilidad de ésta area a los efectos de MK801 sobre la expresion de FosB/AFosB tanto
en machos enteros como en ORQ. El ANOVA de dos vias (tratamiento x capa cortical)
reveld que la capa cortical demostraba una diferencia significativa en el niimero de
células con doble marca de FosB/PV entre capas (Fj420; = 16,04; p < 0,00001), sin
embargo el tratamiento (Fp;57=11,95; p < 0,84) y la interaccion entre tratamiento y capa
(Fra200 = 0,64; p < 0,6403) reveld que los animales tratados con MK801 no presentaban
una diferencia significativa con respecto a los controles en el nimero de células con
doble marca de FosB/PV. Considerando que no hubo disminucion significativa del
namero de células totales PV positivas entre animales tratados con salina y animales
tratados con MKS801, estas observaciones en conjunto indican que la doble marca basal
de la capa IV de V2L es significativa con respecto a las otras capa corticales y ademas
que el tratamiento de MK801 no modifica la cantidad de células con doble marca

FosB/PV positivas.

A N
. e

Figura 25: Doble inmunohistoquimica contra proteinas FosB/AFosB y parvalbumina (PV) revela
colocalizacion en la capa IV de la corteza visual secundaria lateral (V2L). Fotomicrografia de alto
aumento (1000X) de cortes sagitales de V2L (lat. 4,0 mm) de una rata macho ORQ tratado con
MKS801 (10mg/kg) y tres dias de sobrevida, revelado con la técnica inmunohistoquimica contra la
proteina PV (marrén) y FosB/AFosB (negro). Se observd neuronas PV positivas (flechas negras)
y FosB/AFosB positivas (flechas amarillas) en la capa cortical III de V2L. En la capa cortical IV
de V2L se reveld un aumento en la cantidad de células con doble marca de PV y FosB/AFosB
(flechas rojas).
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1) ANALISIS NEUROANATOMICO DE LA DEGENERACION NEURONAL
INDUCIDA POR MKS801

Aspectos técnicos de la determinacion de degeneracion neuronal

Identificar en forma selectiva las neuronas que se encuentran en procesos de
degeneracion irreversible representa un importante desafio aun en el presente. Por mas
de 100 anos, para marcar neuronas en proceso de degeneracion se ha utilizado la
impregnacion argéntica del tejido nervioso, lo que permite distinguir caracteristicas
morfoldgicas de las neuronas que sufren dafios. La técnica pionera de Bielchowsky
(1904) (24) utiliza la impregnacion argéntica para tefiir diferentes tipos de células y
procesos neuronales tanto normales como anémalos. En el presente, esta técnica aln se
aplica para identificar caracteristicas irregulares que pueden presentarse en diversas
patologias. Sin embargo, a lo largo de los afios, fueron perfeccionados los métodos para
disminuir la sefial del tejido normal y contrastar los procesos degenerativos. Asi fue que
la técnica de Bielchowsky ha sufrido diversas modificaciones, incluyendo las de Glee
(1946) (90), Nauta y Gygax (1951) (184) y luego, la primera version de la técnica de
cobre y plata (cupro-argéntica) de Olmos (1969) (52) y sus posteriores modificaciones de
Olmos e Ingram (1972) (59) y de Olmos y col. (1981, 1994) (57, 58). El factor comun de
todas estas técnicas fue el pre-tratamiento con diversas soluciones previo a la exposicion
del tejido a las soluciones argénticas. El resultado era la supresion de la impregnacion de
las fibras normales y una impregnacion intensa de los axones degenerados. La técnica
argéntica utilizada en este estudio, llamada Amino-Cupro-Argéntica (A-Cu-Ag) (57), es
la ultima modificacién de los métodos cupro-argénticos desarrollados para la tincion
selectiva de la degeneracion neuronal. Trabajos previos han demostrado que esta tltima
version es mas sensible que las anteriores para revelar los cambios neurodegenerativos
inducidos por diferentes tipos de injuria (25, 57; 26) (Figura 26 A, B, C, D). Comparada
con las versiones anteriores, la A-Cu-Ag es menos elaborada, puede ser aplicada a mayor
escala y genera resultados mas reproducibles. El aumento del contraste de la expresion
argirofilica de los procesos degenerativos, tanto somaticos como de terminales, permite
observar el cuadro neurodegenerativo aun con objetivos de bajo aumento siendo ideal
para la descripcion neuroanatomica completa de estructuras cerebrales involucradas en la

respuesta a diferentes agentes que causan dafio neurodegenerativo irreversible.
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Figura 26: Ilustraciéon de neuronas argirofilicas normales frente a neuronas en diferentes
condiciones de excitoxicidad tefiidas con la técnica Amino-Cupro Argentina (A-Cu-Ag). (A)
Ilustracion de los depodsitos de sales de plata en la perikarya, dendritas y axones de neuronas
granulares argirofilicas tefiidas con la técnica A-Cu-Ag en el hipotalamo lateral de ratas normales.
(B-E) Fotomicrografias a gran aumento de diferentes expresiones de los cambios degenerativos
tenidos con la A-Cu-Ag y contratefiidos con la técnica de Nissl (en rojo o azul) en neuronas de
ratas Wistar expuestas a: (B y C) microinyecciones intracerebrales de doxorubicina (DXA, 0,3pn
1/2,5%); (D) administracién i.p. de MK801 (10 mg/kg); (E) microinyecciones intracerebrales de
acido quinolinico (QA, 60nmol/0,5ul) y (F) administracion i.p. de trimetiltin (TMT, 8mg/kg). Se
puede apreciar que el tratamiento de DXA y TMT muestra depositos granulares de plata en su
perikarya y en las dendritas proximales, mientras que las neuronas bajo el efecto de QA o MK801
revelan somas neuronales con apariencia no granulares, completamente negros, que
probablemente correspondan a un desarrollo agudo de neurotoxicidad, en contraste con el proceso
semiagudo de DXA y TMT.
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Es importante destacar que la técnica puede combinarse con otras técnicas histoquimicas
(ej., Nissl), lo cual permite estudiar con mayor precision el area del SNC afectada. En
aflos mas recientes otras técnicas no basadas en precipitados de plata han sido
desarrolladas, entre ellas el Fluoro-Jade B (FIB) que, al igual que su predecesor Fluoro-
Jade, es un derivado anidnico de fluoresceina. Se ha demostrado que el FIB es ttil para
el estudio histologico de la tincidn de neuronas en degeneracion (219, 220) ya que tiene
una mayor afinidad que el Flouro Jade, lo que mejora la relacion sefial/ruido, permitiendo
una mas facil deteccion y documentacion de las neuronas degenerativas. Debido a la
simpleza y fiabilidad, la técnica de FJB ha estado ganando popularidad para estudiar
diferentes paradigmas de neurotoxicidad, sin embargo la técnica es incapaz de revelar el
cuadro de neurotoxicidad con detalle morfologico suficiente para poner de manifiesto
procesos de degeneracion terminal. Esta observacidon no es menor ya que es la
degeneracion de terminales la que permite establecer relaciones anatomicas entre las
diferentes estructuras interconectadas en un proceso neurodegenerativo.

Los primeros trabajos realizados sobre los cambios neurotdxicos que inducen los
A-NMDA, como PCP, ketamina y MKS801, revelaron el proceso neurodegenerativo
mediante tinciones no selectivas para neuronas en degeneracién como lo es la tincién con
hematoxilina eosina. Los estudios enfocaron el analisis exclusivamente en RSG sin
poder precisar si el patron observado corresponde a estrés neuronal transitorio o un
proceso degenerativo irreversible (15, 44, 74-76, 194, 195). Luego, utilizando técnicas
inmunohistoquimicas contra diversos marcadores de estrés neuronal, como HSP 70 y
HSP 72 (44, 226, 227, 182, 183) 6 GFAP (75, 76, 111, 182, 183), se demostré que otras
regiones del SNC, tales como la ENT, CAl, DG y PIR, revelaban alteraciones inducidas
por los A-NMDA. Paralelamente diversos laboratorios, incluyendo el nuestro,
comenzaron a utilizar los métodos cupro-argénticos (57, 58) para evaluar la degeneracion
neuronal. En el presente trabajo, para la tincion selectiva de la degeneracién neuronal
inducida por MK801 se utilizaron las técnicas A-Cu-Ag y FIJB. Mediante el empleo de
FJB se observo degeneracion somdtica confinada a la capa IV de la RSG, en forma
completamente coincidente con la técnica A-Cu-Ag. Sin embargo, la degeneracion tipo
apoptotica del bulbo olfatorio revelada con la técnica A-Cu-Ag no fue puesta de
manifiesto por la técnica de FIB. Asi, la degeneracion terminal claramente destacada por
la A-Cu-Ag en diversas areas cerebrales, no pudo ser puesta de manifiesto con el FJB.
Mas atn, el analisis del curso temporal de neurodegeneracion pone de manifiesto que,

comparada con los métodos alternativos como el FJB, la tincidn cupro-argéntica resulta
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ser la mas adecuada y sensible para seguir el proceso neurodegenerativo a través del
tiempo. Asi, en este trabajo nos fue posible observar con la técnica A-Cu-Ag que 24 hs
luego del tratamiento con MK801 grupos neuronales en la capa IV de la RSG adquieren
una intensa argirofilia que asemeja una tincion de tipo-Golgi, con el soma y
arborizaciones dendriticas con morfologia normal muy bien preservadas, sin embargo ya
evidencian alteraciones morfologicas en su axon que adquiere una apariencia de
tirabuzon. Esta morfologia fue seguida en el tiempo (48-72hs) por la fragmentacion
gradual de los procesos axonales, y luego la distorsidn y encogimiento de los cuerpos
celulares, demostrando signos convincentes de muerte neuronal. Esta conclusion se ve
reforzada por observaciones previas que mediante el empleo de microscopia electronica
se corrobord, a nivel ultraestructural, la muerte revelada por las técnicas cupro-argénticas
en la neurodegeneracion inducida por MK801 en diferentes areas del cerebro (74, 113,
276, 283). Ademas, esos estudios confirmaron a nivel ultraestructural tanto la muerte
somatica, como los cambios patoldgicos en areas con degeneracion terminal, revelando
membranas concéntricas y acumulacion de deshechos de particulas, sugiriendo una
degeneracion progresiva de los elementos dendriticos. También mostraron una
coincidencia notable con la técnica A-Cu-Ag en la deteccion de la muerte neuronal tipo
apoptdtica y no apoptodtica inducida por MKS801 en las diferentes estructuras cerebrales.
En conjunto estos datos apoyaron fuertemente el uso de las A-Cu-Ag para el estudio de
los cambios neurodegenerativos permanentes inducidos por MKS801 en diferentes
regiones cerebrales. En base a todas estas consideraciones, en este trabajo el andlisis de
los procesos neurodegenerativos se realizd fundamentalmente con la técnica A-Cu-Ag,

empledndose como método complementario la técnica FIB.

Efectos sexualmente dimorficos e influencia de las hormonas gonadales en la
degeneracion neuronal inducida por MK801 en la corteza retroesplenial granular de
la rata

El presente estudio reveld que los andrégenos reducen significativamente el efecto
neurotoxico de MKS801 en la capa IV de RSG, mientras que los estrogenos contrarrestan
este efecto. Las diferencias sexuales frente a la neurotoxicidad inducida por drogas A-
NMDA, como PCP y MKS801, han sido ampliamente reconocidas (15, 16, 75, 76, 194,
276), pero la participacion de las hormonas gonadales no ha sido determinada. En este
trabajo se demostré que los machos son significativamente menos sensibles que las

hembras al efecto neurotdéxico de MK801, y que la orquiectomia acrecienta la toxicidad,
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mientras que la ovariectomia no tiene un efecto considerable. La supresion de las
hormonas gonadales por la gonadectomizacion tanto de machos como de hembras
elimina la respuesta sexualmente dimorfica frente a los efectos neurotoxicos de MK801,
dando lugar a un cuadro de neurodegeneracion en los animales ORQ y OVX que es
indistinguible del de la hembra entera. Estas observaciones fuertemente sugieren que las
neuronas de la capa IV de RSG son intrinsecamente sensibles a los efectos neurotoxicos
de MKS801 y que los androgenos ejercen sobre ellas una accidon protectora.

El estudio temporal en machos enteros y ORQ sobre la neurotoxicidad inducida
por MK801 demostro que la expresion de maxima degeneracion ocurria a los 3 dias de la
administracion de la droga, revelando en ratas machos un incremento a través del tiempo
de somas argirofilicos en RSG, con abundante degeneracion terminal en varias
estructuras, pero principalmente en las capas [ y IV de las cortezas RSG, RSD, V2MM,
V2L, y capa Il de ENT. Ademas, se demostro que la orquiectomia sensibilizaba al macho,
de modo que, con la misma dosis, la neurotoxicidad incrementaba de manera significativa
en el nimero de somas argirofilicos de RSG con respecto al macho entero. Es interesante
destacar que en los animales ORQ, el patron del curso temporal de la expresion maxima
de neurodegeneracion era el mismo que el establecido para la rata macho y hembra, o sea
3 dias post-administracion de la droga.

Al estudiar el efecto protector de los andrégenos frente a la neurotoxicidad
inducida por MK801 se observo que la reposicion de ambos esteroides androgénicos, TP
y DHT, en animales ORQ, redujo significativamente la neurotoxicidad de MK801. Mas
aun, DHT también disminuy¢ la toxicidad de MK801 en animales OVX. Es interesante
destacar que, al contrario de lo que sucede con DHT, TP no ejercid proteccion en los
animales OVX sugiriendo que su aromatizacion a estrogeno fue la causa de la pérdida de
su efecto protector. Esta observacion sugiere que los estrogenos pueden contrarrestar u
oponerse a los efectos protectores de los androgenos. Varias lineas de evidencia sugieren
que el EB no sensibiliza a las neuronas de la RSG a la neurotoxicidad de MK801, sino
que mas bien suprime el efecto neuroprotector de los androgenos. Primero, el tratamiento
con EB no incrementa la neurotoxicidad de MK801 en ratas ORQ, OVX ni en hembras
intactas. Segundo, la ovariectomia no redujo la toxicidad de MK801, indicando que los
estrogenos gonadales no son necesarios para inducir o incrementar la toxicidad de
MKS801. Tercero, el efecto neuroprotector de DHT es menos eficiente en hembras
enteras (con estrogenos gonadales) que en hembras OVX (sin estrogenos gonadales) y

por ultimo, los datos de este trabajo y aquellos presentados por Hur et al. (112) muestran

89

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

Capitulo 4: Discusion

que el tratamiento con EB incrementa significativamente la toxicidad de MKS801 en
machos enteros con niveles endogenos de androgenos gonadales. En conjunto estas
observaciones apoyan la interpretacion de que DHT ejerce un rol neuroprotector mientras
que EB contrarresta este efecto. Por lo tanto el equilibrio entre andrdégenos y estrégenos
podria delinear la respuesta sexualmente dimorfica de las neuronas de la RSG al efecto
neurodegenerativo de MKS801.

El mecanismo por el cual las hormonas gonadales disparan la respuesta
sexualmente dimorfica frente a la neurodegeneracion inducida por MK801 no se ha
dilucidado y podrian estar involucrados tanto mecanismos centrales, como periféricos.
Previamente se ha reportado que la metabolizacion de MK801 en plasma y cerebro es
menor en la rata hembra que en el macho (12). Llamativamente, la actividad del
citocromo P-450 en el higado es menor en la rata hembra que en el macho, y como
resultado el PCP, otro A-NMDA, presenta una respuesta sexualmente dimérfica con una
vida media mas prolongada en la hembra (180, 181, 228). Por lo tanto, es posible que los
estrogenos disminuyan la actividad metabolica del higado, alterando la farmacocinética
del MK801 y de esa manera incrementa la vida media y la disponibilidad para bloquear
los receptores NMDA en el cerebro. Mientras que los efectos periféricos de las hormonas
gonadales no se pueden descartar, ciertas observaciones apoyan fuertemente acciones
directas de las hormonas en el SNC como un mecanismo implicado en la respuesta
sexualmente dimorfica de las neuronas al efecto neurodegenerativo de MK801. En el
macho entero sistematicamente aparecen neuronas argirofilicas en la capa V de la RSG
después del tratamiento de MK801. Notablemente la orquiectomia disminuye la tincion
argirofilica de estas neuronas, por el contrario ambos androgenos, DHT y TP, restauran el
perfil degenerativo de la capa V, indicando que los androgenos sensibilizan esas neuronas
al efecto neurotoxico de la droga. Notablemente, el tratamiento de ratas OVX con DHT
es suficiente para inducir la degeneracion de neuronas de la capa V, lo que apoya la idea
de que los androgenos no aromatizables sensibilizan las neuronas de la capa V al efecto
neurodegenerativo de MK801. Aunque el significado patofisiolégico de la muerte de las
neuronas de la capa V representa una intriga, su presencia no deja de ser significativa
para el andlisis de los efectos sexualmente dimorficos del MK801 y el rol de las
hormonas gonadales a nivel del SNC.

En el cerebro, el efecto de las hormonas gonadales puede ejercerse a través de una
plétora de vias diferentes, incluyendo la modulacion de la expresion de genes, la

activacion de cascadas de senalizacion, el sostén de la homeostasis del calcio, la
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modulacién de neurotrofinas, entre otras. Por ejemplo las hormonas gonadales podrian
modificar la toxicidad de MK801 a través de la expresidon y/o disponibilidad de los
receptores de neurotransmisores. Se ha descrito que la orquiectomia disminuye la union
de MK&801 en subcampos del septum y del hipotalamo (139), pero a su vez aumenta la
union de MK801 en la region hipocampal de CA1 (139, 140), un area que expresa niveles
relativamente elevados de receptores de androgenos (98, 230). Es importante resaltar que
estas alteraciones pueden revertirse con el tratamiento de DHT (139, 140), indicando que
la unidén de MK801 en ciertas areas del cerebro puede modularse a través de los niveles
circulantes de androgenos. Ademads los androgenos pueden alterar la excitabilidad de las
neuronas piramidales de CA1 (209, 234) y las protege contra la excitotoxicidad inducida
por NMDA (209). Por lo tanto, es posible que los androgenos circulantes pudieran
modular la funcion del receptor NMDA y por ello prevenir la degeneracion neuronal
inducida por MKS801.

Por otro lado, se demostr6 que el efecto protector de los andrégenos es
contrarrestado por el EB. Esta accion de los estrégenos es inesperada, ya que se conoce
su efecto protector frente a diferentes injurias en neuronas hipocampales y corticales, a
través del receptor alfa (63, 229). En otro estudio, se habria demostrado que con dosis
similares de EB se promueve una reduccion en el numero de neuronas vacuoladas
inducidas por 0,5 mg/kg de MK801 (62), sugiriendo un rol potencialmente protector de
EB en la neurotoxicidad reversible de MK801. Sin embargo, en éste trabajo se demostrd
ciertamente que EB no ejercia una accidon protectora frente a la neurotoxicidad
irreversible de 5 mg/Kg MKS801, sino mas bien se contraponia al efecto protector de
testosterona. No se puede descifrar si los estrogenos y los androgenos actiian sobre el
mismo blanco molecular, o si actiian sobre diferentes vias se sefializacion. Varias lineas
de investigacion han presentado evidencia indicando que EB aumenta respuestas
hipocampales mediadas por el receptor NMDA, incrementando la union del receptor
NMDA, y la expresion de la subunidad NR1 del receptor NMDA en CA1l (45, 46, 83,
263, 271, 272, 274). EB incrementa la excitabilidad y el disparo repetitivo de las
neuronas (271) disminuyendo el umbral para convulsiones (35, 107, 273). Ademas, EB
también podria influir sobre la toxicidad inducida por MK801 a través de la disminucion
de la funcion GABA¢érgica (177, 217), y de esa manera disminuir el control tonico de la
inhibicion. Interesantemente, los agonistas GABAérgicos como las benzodiacepinas y
los barbituricos previenen la neurotoxicidad en la RSG inducida por tratamientos con

MKS801 o PCP (193, 196). Por lo tanto, estrogenos y andrégenos podrian modular la
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respuesta dimorfica frente a MK801 actuando sobre el mismo blanco, como por ejemplo
la transmision glutamatérgica, o por la modulacién de circuitos polisinapticos complejos

que involucran a diversos neurotransmisores.

Analizando otras estructuras corticales este trabajo reveld que, de la misma
manera que en ratas hembras, los ORQ presentan un cuadro de neurotoxicidad inducida
por MK801 que incluye somas argirofilicos en ENT y en el PLCo y degeneracion
terminal en RSD, VIMM, V2MM y V2L, ENT, PRh, Ect y capa CA1 del hippocampo
dorsal (33, 34). Este cuadro fue atin mas consistente con dosis de 10 mg/kg, que con 5
mg/kg, confirmando la dosis dependencia de la neurodegeneracion inducida por MKS801.
El curso temporal de la expresion de la neurotoxicidad en el ORQ fue también semejante
al de la rata hembra, con una expresidon maxima alrededor de los 3 dias de sobrevida. La
semejanza entre hembras y ORQ en el cuadro degenerativo de las areas corticales
paralimbicas y de asociacion podrian indicar que éstos tendrian un mecanismo de
neurotoxicidad similar y refuerzan el rol de las hormonas sexuales en la delineacion de
este proceso en diversas areas cerebrales. Sin embargo, esta posibilidad es cuestionada
por la observacidon que atn con las dosis mas altas (10-15mg/kg), no pudo observarse el
mismo patron de degeneracion en el DG 6 en la PIR entre el ORQ y la rata hembra.

Tanto en humanos como en animales de experimentacion, existen diferencias
sexuales en el consumo, la sensibilizacion, la adiccion y la recaida frente a drogas de
abuso, en donde las hembras son mas sensibles que los machos (22). El analisis de la
expresion del GET c-Fos igualmente revela un dimorfismo sexual frente a los efectos de
anfetamina, en donde machos y hembras gonadectomizados tienen una respuesta
dimorfica en el estriado y areas de proyeccion, indicando que la repuestas no solo
depende de los niveles hormonales presentes sino que también existen otros factores,
como la cantidad de receptores dopaminergicos D1 y D2, o la velocidad de la recaptacion
de dopamina e incluso, los circuitos que responden al incremento de dopamina podrian
ser dimoérficos y/o modulados por los estrogenos (22). Estudios sobre diferencias
sexuales frente al efecto de la nocicepcion y morfina, demostraron que no s6lo existen
acciones de las hormonas gonadales sobre los circuitos del dolor (49), sino que ademas,
acciones especificas de los genes localizados en los cromosomas X € Y contribuian a las
diferencias observadas, identificando la contribucion de los cromosomas sexuales X e Y
por sobre los efectos moduladores de las hormonas gonadales (87, 88).

En la hembra, MK801 induce una intensa degeneracion somadtica en la capa
granular y degeneracion terminal en las capas moleculares y polimorficas del DG. En la

PIR de la hembra, en la capa Ila aparecen somas apoptoticos con una densa degeneracion
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terminal que se extiende a la capa Ib (33, 34, 111, 190, 196, 276, 183) mientras que en el
macho ORQ la degeneracion es incipiente y en la mayoria de los casos analizados, nula.
Estas observaciones indicarian que el mecanismo de neurotoxicidad de la PIR y del DG,
ambas estructuras limbicas, no dependen de los mismos factores que las areas corticales
paralimbicas y de asociacion que estan afectadas en las ratas hembras y machos (enteros
y ORQ), revelando que la hembra presenta una vulnerabilidad intrinseca frente a los A-
NMDA en éstas estructuras del SNC. Estos resultados indicarian que las diferencias
sexuales frente a la neurotoxicidad inducida por MKS801 estarian mediadas por
mecanismos dependientes e independientes de los esteroides sexuales.

En humanos, las drogas A-NMDA inducen sintomas psicoticos que son
indistinguibles de los episodios agudos de esquizofrenia (61, 137, 138, 188, 174) y por
ello han sido propuestas como modelos farmacologicos de esquizofrenia. Paralelamente
al cuadro revelado por los estudios de neurotoxicidad, la capacidad de estas drogas de
inducir las conductas psicéticas es dependiente de la edad de la persona (16, 72, 190).
Individuos de cualquier edad pueden ser expuestos a estos agentes cuando se utilizan
como anestésicos y analgésicos, pero las conductas psicoticomiméticas rara vez se
observan en nifios, mientras que la frecuencia incrementa hacia la adolescencia (10-16
aflos) y es mas frecuente y severa en jovenes y adultos (212, 267). Correlacionando estos
datos con el inicio de los sintomas de la esquizofrenia, que ocurre en la adolescencia, se
sugiere que podria existir una relacion entre esta patologia y la presencia de las hormonas
gonadales. Recientemente, se ha revelado que los niveles circulantes de androgenos se
correlacionan inversamente con la gravedad de los sintomas negativos en pacientes
masculinos con esquizofrenia (4, 131). En base a esas observaciones y a los datos
emergentes de este estudio, es tentador especular que la influencia de las hormonas
gonadales frente a la neurotoxicidad del A-NMDA, MKS8O01 serviria para revelar los
mecanismos moleculares en donde las hormonas podrian modular la conducta
disfuncional inducida por la hipofuncion del receptor NMDA que existe en algunas
patologias psicoticas.

En conjunto, este estudio refuerza el rol de sensibilizacion que existe en ausencia
de los androgenos y un efecto dimorfico anatomico frente a la neurotoxicidad inducida
por MK801. Estos datos son importantes para identificar las causas de las diferencias
sexuales en el mecanismo por el cual los antagonistas de los receptores NMDA inducen
neurotoxicidad y a su vez para contribuir en el estudio de los efectos terapéuticos de

drogas antipsicoticas.
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2) ANALISIS DE LOS CAMBIOS MORFOFUNCIONALES INDUCIDOS POR EL
EFECTO NEUROTOXICO DE MK801

Consideraciones previas al mapeo de la expresion de los GET

Los GET han sido utilizados como marcadores anatomicos funcionales de
neuronas frente a diferentes paradigmas experimentales como por ejemplo el estudio del
efecto que ejercen diferentes drogas sobre el SNC, incluidas aquellas que tienen efectos
neurotoxicos o neurodegenerativos (224, 233, 278, 281). Similar a muchos otros
estimulos, las hormonas esteroideas también afectan la expresion de los GETs. Este
aspecto es particularmente importante a la hora de analizar la expresion de GETs
inducidos por MK801 ya que nuestros datos precedentes demostraron que el efecto
neurotoxico de MKS801 es sexualmente dimoérfico y estaria particularmente modulado por
androgenos y estrogenos. Mas aun, la orquiectomia sensibiliza a la toxicidad de MK801
produciendo un cuadro de degeneracion casi indistinguible al de la rata hembra.

En la rata hembra, los estrogenos y progesterona tienen efectos de potenciacion e
inhibicion complejos sobre la expresion de c-Fos en areas sensibles a los efectos de los
estrogenos dentro del ciclo estrual (104, 205), no pudiendo descartarse similares
regulaciones sobre otros GETs. Para abordar el estudio de los cambios inducidos por
MKS801 en la expresion de GETs de manera libre del efecto ciclico de hormonas
esteroideas en hembras, en este estudio empleamos ratas macho intactos y ORQ, que
presentan un cuadro degenerativo similar al de la hembra.  Este aspecto es
particularmente relevante a la hora de analizar la AEX, ya que varios nucleos
amigdalinos, como el BSTL, son sexualmente dimorficos.

La utilidad de los GETs radica en su expresion rapida y transitoria de forma tal
que luego de aplicada la sustancia experimental el cambio en la expresion del ARNm
puede detectarse alrededor de los 30 y 120 minutos (94, 95), y el de su proteina entre los
60 y 180 minutos aproximadamente (136), posibilitando vincular temporalmente las
poblaciones neuronales que responden funcionalmente a la droga experimental. En
nuestro estudio observamos sin embargo, cambios dramaticos sostenidos hasta 72 horas
posteriores a la aplicacion de una unica dosis de MK801 en la expresion de 3 GETs
diferentes: c-Fos, FosB y EGR1. Si bien algunos procesos degenerativos pueden inducir
artefactos de tincion (positiva o negativa) por inmunohistoquimica, una serie de

evidencias indican que, en nuestro modelo de estudio, esa posibilidad puede ser
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descartada. Primero, artefactos de tincion relacionados con procesos degenerativos no
han sido descriptos para los diferentes anticuerpos primarios utilizados en este estudio.
Asi, el anticuerpo de c-Fos (sc-52) es un reconocido anticuerpo policlonal especifico
contra el péptido c-Fos p62, que no presenta reaccion cruzada con FosB/AFosB, Fra-1 y
Fra-2 (124). Similarmente, para detectar la expresion de FosB se empleo el anticuerpo
sc-48 que reconoce especificamente FosB y su isoforma truncada AFosB (204).
Segundo, a diferencia de otros anticuerpos empleados en este trabajo contra proteinas
ligadoras de Ca™ (calretinina y parvalbumina), en todos los casos la marcacion
inmuhistoquimica para los GETs se observo restringida al soma neuronal y sin marcacion
citoplasmatica, tal como ha sido reportado por numerosos autores. Tercero, la marcacion
contra GETs no se restringid a neuronas en proceso de muerte celular tal como lo
evidencid6 la tincion A-Cu-Ag o FJB, demostrando que el proceso degenerativo no indujo
artefactos en la tincidon inmunocitoquimica. Cuarto, la expresion de los tres GETs
analizados mostré un patréon anatomico y temporal diferente, indicando la especificidad
de la inmunomarcacion para cada uno de ellos. Finalmente, una serie creciente de
evidencias indica que la expresion de GETs puede mantenerse sostenida en el tiempo en
respuesta a diferentes condiciones degenerativas o adaptativas a largo plazo (199-201).
Asi, observamos que la expresion de c-Fos precede y acompafia la muerte neuronal
en la capa IV de RSG evidenciada por A-Cu-Ag, sugiriendo que la expresion sostenida de
c-Fos en esta region cortical es un indicador de un proceso de muerte neuronal.
Apoyando esta interpretacion, se han correlacionado las expresiones transitoria y
prolongada del ARNm de c-Fos con concentraciones de amino 4cidos excitatorios no-
toxicas y toxicas, respectivamente (94, 95, 216) postuldndose que la expresion sostenida
del ARNm de c-Fos seria un biomarcador especifico de excitotoxicidad. Por otra parte,
en las mismas poblaciones neuronales de RSG y paralelamente a la expresion sostenida
de c-Fos y al incremento en muerte neuronal evidenciada por A-Cu-Ag y FIB,
encontramos una marcada reduccion de la expresion de otro GET, el EGR-I.
Previamente otros autores observaron que MK801 y PCP inducen una activacion inicial,
seguida por una supresion del ARNm EGR-1 (80, 81) similar a la descripta en este
trabajo. También se reportaron cambios en la expresion de EGR-1 en procesos de muerte
neuronal excitotdxica causada por isquemia y convulsiones inducidas por acido kainico
(82, 109, 227). Es interesante destacar que la expresion de este GET estaria mediada por
los niveles celulares del ion zinc (Zn™). Por lo tanto es posible especular que un proceso

. , . . 2 , . , .
excitotoxico mediado por un exceso de Zn'~ estaria mediando el efecto neurotoxico de
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MKS801 en las neuronas de la capa IV de RSG, las cuales son altamente ricas en Zn'™
(Figura 27 A y B). Esta posibilidad en principio paradéjica, debido a que el MKS801 es
un antagonista de los receptores NMDA, podria indicar que otros receptores
glutamatérgicos estarian implicados en ese proceso neurotoxico. Asi, la activacion de
receptores AMPA/KA glutamatérgicos también produce el ingreso de iones de Zn™ y
Ca™ y puede causar excitotoxicidad y la muerte celular (265). Esta posibilidad apoya la
hipotesis (193) que propone que el bloqueo de receptores NMDA en neuronas
GABA¢érgicas libera transmisiones excitatorias que afectan particularmente a las
neuronas de la capa IV de RSG. El alto contenido en Zn™ de estas neuronas podria
explicar la particular vulnerabilidad de las mismas al efecto neurotéxico del MKS801

(Figura 27 By C)

Figura 27: Ilustracion de la capa IV de la RSG con las técnicas de Nissl, TIMM y A-Cu-Ag
revela que los depoésitos de zinc coinciden con la localizacion de la degeneracion inducida por
MKZ&01. (A) Fotomicrografia de un corte sagital de la RSG de una rata control teflido con la
técnica de Nissl para determinar las diferentes capas corticales. (B) Fotomicrografia de un corte
sagital de la RSG de una rata control tefiido con la técnica de TIMM en el cual los depdsitos de
Zn"* se tifien de color negro. (C) Fotomicrografia en campo oscuro de un corte sagital de la RSG
de una rata ORQ y tratada con 10 mg/kg de MKS801 tefiido con la técnica de A-Cu-Ag para
revelar neurodegeneracion de somas y terminales positivas para plata. En la RSG, la cual es
altamente rica en Zn"?, se puede apreciar como los depésitos mas intensos de Zn"* coincide con la
localizacion selectiva del proceso excitotoxico mediado por el efecto neurotdxico de MK801 en
las neuronas de la capa IV de RSG.
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Por otra parte, en otras areas corticales como V2L y V2MM la marca sostenida de
c-Fos no correlaciond ni con el descenso en la expresion de EGR-1 ni con la muerte
neuronal observado en RSG. Por el contrario, en estas estructuras corticales la expresion
de c-Fos estuvo asociada a la posterior aparicion de terminales degenerativos que
coincidieron temporalmente con un incremento sostenido de FosB/AFosB. Esto indica
que la sobre-expresion de c-Fos no siempre es indicador de muerte somatica neuronal
sino que ademds pondria estar poniendo de manifiesto otros procesos plasticos como la
desaferentacion de conexiones. Es interesante destacar que se ha propuesto que la
proteina FosB y su isoforma truncada AFosB jugarian un rol importante en el control de
los cambios adaptativos de plasticidad neuronal asociado a diversas condiciones (47,
159). AFosB tiene una vida media mas prolongada que los otros miembros de la familia
del Fos, pudiendo persistir varios dias o semanas (37, 159). Esto seria debido a que esta
proteina presenta la caracteristica de ser inusualmente estable por la ausencia de dominios
que favorecen la degradacion proteosomal de otras proteinas de la familia del Fos (37, 47,
202-204). La expresion sostenida de AFosB se ha relacionado con cambios neuronales
adaptativos asociados a diversas condiciones tales como el estrés (203), adiccion a drogas
(186, 187) administracion de antipsicoticos y de antidepresivos (14, 215). Nuestros datos
demuestran por primera vez que una unica dosis neurotoxica de MKS801 induce la
expresion sostenida de FosB/AFosB a lo largo de varios dias en diversas areas corticales
donde se evidencia degeneracion de terminales. Diversos autores describen alteraciones
conductuales en la actividad locomotora, en el aprendizaje, en la potenciacion a largo
plazo (LTP), en la memoria de trabajo y en la formacion de la memoria espacial varias
horas o dias posteriores al tratamiento de una tnica dosis de MK801 u otros A-NMDA
(157, 280). Los resultados del presente trabajo ponen de manifiesto que el efecto
anatomo-funcional del MK801 se expande mas alld de su vida media, y sugiere que
cambios plasticos persistentes podrian mediar las alteraciones conductuales que subyacen

al efecto de los antagonistas NMDA.
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Estudio de la induccion de proteinas codificadas por los genes de expresion

temprana por una dosis neurotéxica de MK801

Los resultados anatomofuncionales obtenidos en este estudio demostraron que una
dosis neurotdxica aguda del MK801 indujo cambios especificos y persistentes en la
expresion de las proteinas codificadas por los 3 diferentes GETs, c-Fos, FosB/AFosB y
EGR-1 en diversas estructuras cerebrales. A través del estudio temporal de la expresion
de c-Fos, se corrobord la rapida y sostenida induccion en cortezas RSG, RSD y ENT y
ademas, se reveld un incremento llamativamente prolongado en regiones previamente no
reportadas como blancos de MKS801, tales como CeL, BSTL, V2MM y V2L. A su vez,
MKS01 indujo un significativo incremento de FosB/AFosB restringido a areas corticales
afectadas por degeneracion de terminales (RSG, RSD, V2L, V2MM, ENT), sugiriendo
que la induccion de FosB/AFosB podria estar ligada a cambios adaptativos
desencadenados por la pérdida de conectividades sinapticas. Por el contrario, MK801
indujo una dramatica reduccion de EGR-1 exclusivamente en la capa IV de RSG,
coincidiendo con la presencia de somas degenerativos revelados por A-Cu-Ag y FJB,
sugiriendo que la supresion de EGR-1 podria estar ligada a la muerte neuronal.

La respuesta de los 3 GETs analizados fue distintiva en su distribucion regional,
tiempo y magnitud de expresion, observandose respuestas de corto (3hs) y largo plazo
(24-72hs). Considerando que una serie de estudios demuestran que la vida media de
MKS8O01 en el cerebro no superaria las cuatro horas, es de esperar que la respuesta de los
GETs luego de 24 horas sea debida a efectos secundarios de MK801, no causados por la
directa inhibicion de los receptores NMDA. Trabajos previos mostraron que dosis bajas
(subtoxicas) de A-NMDA inducen cambios rdpidos y transitorios en la expresion de
GETs (80, 81, 247). Nosotros observamos que una dosis mas alta (toxica) de MK801
generd similares modificaciones en la expresion de GETs pero de una magnitud y
persistencia en el tiempo mucho mayores, principalmente en ciertas estructuras tales
como RSG, RSD, V2MM, V2L, ENT, CeL y BSTL que mostraron una sostenida
expresion aun tres dias posteriores al tratamiento. Sorprendentemente, de todas las
estructuras analizadas, la Unica que reveld cambios significativos de muerte neuronal
(muerte somatica) y alteraciones de corto y largo plazo en la expresion de los 3 GETs
analizados fue las RSG. Asi la neurodegeneracion inducida por MK801 en la capa IV de
RSG observada en el macho, y mas atin en el ORQ, coincidié con una induccion

altamente significativa en la expresion de c-Fos entre 3 y 24 horas, de FosB/AFosB entre
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las 12 y 72 horas y que persisti6 aun luego de 7 dias, sugiriendo que la misma
corresponderia principalmente a AFosB (203). Curiosamente, a pesar de la importante
diferencia en la sensibilidad a MK801 entre machos enteros y ORQ, la expresion de
FosB/AFosB en RSG no fue la estructura con mayor diferencia significativa. Es probable
que la gran cantidad de muerte somatica observada en el ORQ y no en el macho entero
sea la causa de la paralela caida en el nimero de células FosB/AFosB positivas. Esta
posibilidad es apoyada por la significativa disminucién en la expresion de EGR-1,
principalmente en los ORQ, correlacionandose inversamente con la cantidad de muerte
somatica. En conjunto estos datos muestran que las neuronas de la capa IV de la RSG
son el blanco principal y selectivo de los efectos neurotoxicos de MK801. Esta
observacion es consistente con numerosos trabajos previos (74, 76, 194, 195, 227, 246) y
sugiere que la degeneracion de esas neuronas y sus fibras irradiaria hacia las estructuras
hodolégicamente relacionadas, causando en ellas remodelaciones adaptativas y plasticas
de mas larga duracion.

La compleja naturaleza de los circuitos corticales dificulta la interpretacion del
origen de induccion de FosB/AFosB en las areas corticales sensoriales V2L y V2MM,
que no serian el blanco primario del efecto neurotoxico de MK801. EI ingreso de la
informacion a las areas corticales sensoriales proviene del tdlamo a la capa IV (granular)
de la corteza visual, la cual es trasmitida a las capas II-III para su integracion, y es luego
proyectada a reciprocamente con areas corticales homotipicas contralaterales e
ipsilaterales. Desde estas capas supragranulares (II y III), las conexiones pasan a las
capas infragranulares (V-VI) y luego retornan a la capa IV. En todos los casos se piensa
que las conexiones excitatorias estarian mediadas por glutamato (124). Por tanto, la
inhibicion de receptores NMDA por MK801 en diversos puntos del circuito podria
explicar el cambio funcional de las neuronas de V2L y V2MM asociados a la induccion
de la expresion de FosB/AFosB. De hecho tanto la corteza retroesplenial como V2MM
reciben aferencias del nucleo anteromedial de tdlamo (214), lo que permite el
procesamiento coordinado del estimulo visual-espacial. Es posible también pensar que el
bloqueo del receptor NMDA de neuronas GABA¢érgicas en el tdlamo cause desinhibicion
de neuronas excitatorias que proyectan a estos sitios, induciendo una respuesta de
FosB/AFosB incrementada. Alternativamente, la muerte de las neuronas de la capa IV de
RSG podria ser el origen de los cambios funcionales observados mediante la expresion de
FosB/AFosB en V2L y V2MM. Esta posibilidad es consistente con los cambios

temporales observados en el patron de neurodegeneracion y expresion de marcadores
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funcionales (GETs). Asi, la degeneracion somatica en RSG coincide temporalmente con
la aparicion de degeneracion terminal en sus diversos sitios de proyecciones intra-
retroespleniales (ipsi-y contralateral), parahipocampales (subiculum, postsubiculum y
ENT) y sensorialvisual (V2L y V2MM) (260) los cuales evidencian una simultdnea
induccién de FosB/AFosB. Consistente con la idea de que los terminales degenerativos
provienen de neuronas ubicadas en capa IV de la RSG, los ORQ, que demuestran mayor
cantidad de somas muertos en la capa IV de RSG, también muestran una degeneracion de
terminales mas intensa en las estructuras corticales mencionadas. El impacto
anatomofuncional de la irradiacidon degenerativa desde RSG se puede apreciar con la
expresion de las proteinas del GET FosB/AFosB. Asi, al analizar el efecto de MK801 en
corteza sensorial empleando simultineamente la técnica A-Cu-Ag para revelar la
degeneracion terminal e inmunocitoquimica para analizar la expresion de FosB/AFosB,
encontramos una precisa colocalizacion de terminales degenerativos en las capas 1V
corticales sensoriales conjuntamente con neuronas FosB/AFosB positivas. Por lo tanto,
es posible sugerir que la induccién de FosB en las estructuras corticales sensoriales es un
reflejo funcional de su desaferentacion de RSG.

En la rata, la RSG es un punto nodal importante para la integracion y la
distribucion subsiguiente de la informacién reciproca entre las cortezas limbicas y
visuales, de la formacion hipocampal, y del tdlamo (254). Asi, lesiones de la corteza
retroesplenial en ratas producen déficit en la navegacion espacial (3, 99) y en la memorial
espacial (251, 254). Los estudios desarrollados en primates confirman el papel de la
corteza retroesplenial en el aprendizaje y la memoria (178, 248) y han demostrado a
través del trazado de vias con marcacion retrograda, conexiones directas desde la
amigdala y la corteza retroesplenial, proveyendo un mecanismo directo para la
integracion de la informacion emocional y la memoria espacial (32). Esa posibilidad es
apoyada por estudios de imagenes realizados en seres humanos que sugieren que la
corteza retroesplenial seria la interfase entre la emocién y la memoria episddica (153,
154, 261). Asi, para varias especies, la corteza retroesplenial jugaria un rol importante en
el procesamiento de la informaciéon emocional, la memoria espacial y el aprendizaje, las
cuales suelen estar alteradas en animales tratados con A-NMDA y que ademas, replican
las disfunciones cognitivas reportadas en humanos bajo los efectos de estas drogas (138)
y que curiosamente son similares a la de los pacientes con esquizofrenia (11, 262). El

grado de disfuncion inducido por MK801 o drogas similares en las neuronas de la capa
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IV de RSG y su irradiacién a estructuras corticales sensoriales blanco seria, por lo tanto,
el origen de las posteriores disfunciones conductuales observadas.

La AEX estd densamente interconectada con estructuras que son afectadas por el
tratamiento neurotoxico con MK801. Esto incluye a la propia corteza retroesplenial (32),
que seria el blanco primario del efecto neurotoxico de MKS801, ademds de areas
secundarias, afectadas por la degeneracion de terminales como lo son postsubiculum,
parasubiculum, presubiculum, corteza perirhinal y ENT. En contra de las expectativas,
este estudio no arrojo evidencias de neurodegeneracion en AEX causados por efecto de
MKS801, indicando que la AEX no es un blanco primario del efecto neurotoxico de
MKS801. Sin embargo, encontramos claras evidencias de una alteracion funcional en
AEX causada por el efecto de la droga. Asi, observamos una muy significativa y
sostenida induccion de c-Fos en AEX en animales tratados con MKS80I1.
Interesantemente, esta induccion fue selectivamente restringida a los nucleos CeL y
BSTL de la porcion central de AEX, sin evidencia de la participacion del nicleo medial
de AEX. Los datos obtenidos no nos permiten determinar en forma precisa la relacion
entre la expresion prolongada de c-Fos y las alteraciones observadas en estructuras
corticales. La falta de terminales degenerativos en AEX fuertemente sugiere que la
inducciéon de este GET en CeL y BSTL no seria causado en forma directa por la
degeneracion de las neuronas de la capa IV de RSG, abriendo la posibilidad de que la
induccion de este GET en AEX sea causada por efectos derivados de la degeneracion de
terminales de RSG en estructuras corticales sensoriales que luego proyectan a AEX,
como V2L y ENT. Independientemente de ello, estas son las primeras evidencias que
involucran a estructuras amigdalinas en el efecto de MK801 y sugieren que una
disfuncion en AEX central también contribuiria a las alteraciones comportamentales
ligadas a los efectos de los A-NMDA. Esta posibilidad es consistente con el rol
propuesto para la AEX en el control de diferentes conductas emocionales y motivaciones,
incluyendo aquellas afectadas en diferentes desordenes neuropsiquiatricos, tales como la
adiccion, la depresion y la esquizofrenia (66, 102, 146, 206, 239). Asi, se ha visto que
drogas antipsicdticas revierten algunas de las conductas especificas inducidas por los A-
NMDA, tales como la inhibicidon de prepulso, la cual seria una medida del filtro sensorial
que se regularia por la amigdala (73). Llamativamente, la administracion de
antipsicoticos como el haloperidol y clozapina generan una inducciéon de c-Fos en
neuronas GABA¢érgicas de CeL y BSTL de la AEX (150, 151, 206), sugiriendo que estos

nucleos son blanco importante de los antipsicéticos. Nuestros datos, en conjunto con
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estas observaciones sugieren que poblaciones neuronales especificas de la AEX son
blancos de los efectos secundarios o terciarios de la hipofuncion NMDA inducida por
diferentes antagonistas como el MK801, involucrandola en la disfuncion conductual

inducida por estas drogas.
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3) ANALISIS DE LOS CAMBIOS FENOTIPICOS INDUCIDOS POR EL
EFECTO NEUROTOXICO DE MK801

Analisis de subpoblaciones de neuronas que contienen proteinas fijadoras de calcio

tras la administracion aguda de MK801

La hipétesis de la hipofuncion del receptor NMDA se basa en que la disfuncion de
los receptores NMDA, particularmente en las interneuronas GABAérgicas, lleva a una
pérdida de la inhibicidon que produciria un efecto secundario de sobre-estimulacion en el
sistema glutamatérgico y monoaminérgico (68, 69, 71, 168, 193, 196). Se ha demostrado
como consecuencia de la hipofuncion NMDA, un exceso de la liberacion de glutamato,
como también de acetilcolina, en regiones corticales (129). El complejo sistema de
sefiales desinhibitorias que lleva a una hiperestimulacién en circuitos corticales, sugeriria
un cambio funcional en las interneuronas corticales. Este hecho también se basa en
resultados previos realizados en animales de experimentacidon (41), los cuales
demostraron que el tratamiento agudo o cronico de PCP, ketamina o MK801, inducia una
disminucion significativa de la expresion de PV en diferentes areas del cerebro. Estudios
neuropatoldgicos de cerebros humanos han presentado evidencia que ademas del sistema
dopaminérgico-glutamatérgico, una disfuncién en las interneuronas GABAérgicas del
hipocampo y de la corteza estarian involucradas en la patofisiologia de la esquizofrenia
(68, 71).

La gran mayoria de las interneuronas GABA¢érgicas corticales y del hipocampo
pueden definirse esencialmente como sub-poblaciones que pueden contener
neuropeptidos o proteinas ligadas al Ca™ (CaBP), las cuales difieren en los blancos que
inervan y de las aferencias que reciben.. Gonchar y Burkhalter (91) caracterizaron
neuronas GABA¢érgicas que contenian las CaBP: parvalbumina (PV), calretinina (CR),
somatostatina y calbindina en la corteza visual de ratones y demostraron que que se podia
distinguir tres tipos de familias de neuronas GABA¢érgicas. El primer grupo consitia en
neuronas PV positivas, las cuales demostraron ser el 100% GABA positivas. En el
segundo grupo, el 93% colocalizaba con GABA y eran neuronas CR positivas.
Finalmente el tercer grupo de neuronas, las cuales expresaban somatostatina,
colocalizaban con GABA pero en menor medida que los grupos anteriores, pero ademas
una gran proporcion presentaba doble tincion con calbindina (86%), demostrando a la vez

que la expresion de calbindina no distingue un grupo especifico de neuronas
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GABA¢érgicas. Por lo tanto, la caracterizacidon inmunohistoquimica de CaBP ofrece la
posibilidad de discriminar entre subgrupos de interneuronas GABAérgicas.

Con la intencién de identificar poblaciones neuronales blancos del efecto
neurotoxico de MK801, en este trabajo analizamos subpoblaciones neuronales ricas en
calretinina (CR) y parvalbumina (PV), dos proteinas ligadoras de Ca™ (CaBP) que se
expresan selectivamente en neuronas GABAérgicas.

En las diferentes regiones corticales analizadas, las neuronas CR positivas
mostraron en su gran mayoria, una morfologia bipolar orientada radialmente hacia la
superficie cerebral. Ademas, se observd una proporcion menor de células multipolares
con dendritas ramificadas en penachos. Estas observaciones son coincidentes con las
descripciones de otros autores (128, 249). Dentro de las estructuras amigdalinas
estudiadas, se observo reactividad de CR dentro de las diferentes subdivisiones,
concordando con reportes previos sobre la expresion basal de CR (128). Ni la
distribucion general, ni el aspecto morfologico, ni el nimero de neuronas CR positivas en
las diferentes regiones cerebrales analizadas se vieron afectados luego del tratamiento con
MKS801. Estas observaciones fuertemente sugieren que las neuronas GABAérgicas CR
positivas no serian las principales poblaciones neuronales afectadas por degeneracion y/o
muerte neuronal tras la aplicacién de una dosis toxica de MKS801.

Por otra parte, la expresion de PV so6lo se analizO de manera exhaustiva en
estructuras corticales, debido a su nula presencia en los nucleos amigdalinos central y
medial tanto de los animales controles (salina) como los tratados con MK801. Esa
escasez de neuronas PV en AEX concuerda con la previamente reportada en el trabajo de
Kemppainen y Pitkanen (128). En las diferentes capas corticales la cantidad de neuronas
PV positivas fue variable. Asi, en los animales controles (salina), encontramos una
ausencia total de neuronas PV en la capa I, un incremento gradual del nimero hacia las
capas IV-V, seguido de una reduccion notable en la capa VI. Este gradiente observado en
la expresion de PV en corteza fue claramente compatible con reportes previos (249, 91,
92). Morfolégicamente, encontramos dos tipos neuronales PV positivos, que fueron
descriptos anteriormente por Gonchar y col (91, 92) como neuronas en candelabro y en
cesto. Observamos que el tratamiento con MK801 no indujo cambios apreciables ni en el
namero, ni la distribucion ni en el aspecto morfologico de las neuronas GABAérgicas PV
positivas de las diferentes cortezas analizadas (RSG, RSD, V2MM, V2L, ENT).
Ademas, tampoco encontramos evidencias que las neuronas PV mostrasen una particular

diferencia en la expresion del GET FosB/AFosB luego del tratamiento con MKS801,
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argumentando en contra de la posibilidad de que estas poblaciones neuronales sean un
blanco funcionalmente significativo del tratamiento con MK801. Asimismo, al analizar
estructuras que revelan muerte somatica, como en RSG, no hubo colocalizacion entre
neuronas PV positivas y FIB. Estos datos indicarian que la pérdida neuronal revelada por
la A-Cu-AG y FJB no seria de la poblacion de neuronas GABAérgicas PV positivas. Es
posible especular que las poblaciones GABAérgicas CR y PV sean resistentes al efecto
neurotoxico de MK801 debido a una potencial accion protectora de las CaBP, que por su
importante rol en la captacién del Ca™ libre, mantendrian un riguroso balance en la
homeostasis de ese 16n, evitando asi su potencial participacidn en el proceso de
excitotoxicidad (103).  Independientemente de esta posibilidad, nuestros datos
fuertemente sugieren que al menos las neuronas GABAérgicas PV y CR no serian
blancos del proceso degenerativo inducido por MK801. Hasta el presente el fenotipo
neuronal blanco de los efectos neurodegenerativos de MK801 no es conocido, y si bien
un cumulo de evidencias apunta hacia subpoblaciones GABAérgicas, nuestras

observaciones arrojan un manto de incertidumbre sobre esa posibilidad.
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CONCLUSION FINAL

El presente estudio caracterizé el dimorfismo sexual de la neurotoxicidad inducida
por MKS801 sobre las neuronas de la capa IV de la RSG. Se demostré que la
orquiectomia de machos induce un marcado aumento de la sensibilidad a MK801 y que
los androgenos (principalmente la forma no aromatizable de testosterona, la
dehidrotestosterona) protegen a las neuronas de la capa IV de RSG del efecto neurotoxico
de MKS801. A su vez, se observo que los estrégenos contrarrestan el efecto protector de
los androgenos.

Este estudio también revelo ademds, que luego de administrar una dosis
neurotoxica de MKS801 ocurren cambios en la expresion de los GETs: c-Fos, FosB y
EGR-1. Esos cambios son llamativamente sostenidos en el tiempo, persistiendo por un
periodo que supera por mucho la vida media de la droga en el cerebro. Encontramos que
muchos de estos cambios en la expresion de los GETs se correlacionan precisamente con
procesos de degeneracién, tanto somdtica (muerte neuronal) como de terminales
(desaferentacion sindptica). La degeneracion somatica fue mayoritariamente observada
en las neuronas de la capa IV de RSG, indicando que esas neuronas son particularmente
vulnerables al efecto toxico de MK801. La muerte de las neuronas de capa IV RSG se
correlaciond con la aparicion de terminales degenerativos en diferentes areas donde esas
neuronas proyectan, sugiriendo que la muerte de las mismas causé la desaferentacion
sindptica de las neuronas blanco. Esa desaferentacion fue acompafiada por la induccion
sostenida de FosB, indicativo de cambios funcionales persistentes en diferentes circuitos
corticales, incluyendo V2L, V2MM, ENT. Mas aun, es posible que el proceso de
remodelado de los circuitos de estas areas corticales, las cuales proyectan a diferentes
nucleos de la amigdala, indirectamente sean el sustrato que induce el cambio de la
expresion de c-Fos en CeL y BSTL.

En conjunto, nuestros datos nos permiten sugerir que los cambios inducidos por
MKS01 afectan principalmente el circuito neuronal cortical que irradia desde las
neuronas de la capa IV de RSG a las estructuras blanco de estas neuronas. Las neuronas
de capa IV de RSG serian el blanco primario del efecto de MK801, que cuando es
aplicado en dosis neurotdxica, induce la muerte de las mismas. Desde las neuronas de
capa IV de RSG la disfuncion inducida por MK801 se expandiria hacia blancos
secundarios del circuito que reciben proyecciones desde las mismas, incluyendo neuronas

en la capa IV de V2L, V2MM, y ENT. Efectos de remodelado permanente en estas
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estructuras secundarias, inducidas por la pérdida de los terminales procedentes de RSG,
podrian llevar a las alteraciones funcionales en estas neuronas que se expandirian hacia
blancos terciarios donde estas neuronas proyectan. Entre esos blancos terciarios hemos
identificado a los nicleos CeL y BSTL de la AEX central. La remodelacion de estos
circuitos inducida por la pérdida permanente de las aferencias de RSG podria ser la base
de los cambios persistentes en los GETs observadas luego de la aplicacion de una tnica

dosis de MK801.
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