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RESUMEN

La matriz extracelular (MEC) confiere propiedades estructurales a células y tejidos, y esta
compuesta por una compleja mezcla de proteinas, proteoglicanos (PG) y glucoproteinas (GP)
(1). En este altimo tiempo se ha demostrado que no es una sustancia inerte, si no que cumple
mualtiples funciones, algunas de las cuales se relacionan con el sistema nervioso central (SNC)
(1). Por esta razdn es que el presente trabajo pretende caracterizar el patron de expresion de los
glucosaminoglicanos (GAG) de la MEC de la corteza cerebral de ratones adultos, utilizando la
técnica de tincion Aglutinina de Westeria Floribunda (WFA); y concomitantemente la puesta a
punto de dicha técnica.

Para realizar el mismo utilizamos 5 ratones (Mus musculus) de la cepa C57/Bl6, hembras
adultas, cumpliendo con las normas de experimentacion animal previstas por la CHEA. Los
cerebros de los mismos fueron procesados y se realizaron cortes histoldgicos para analizar la
marcacion con WFA, el analisis mediante microscopia optica de luz, y el muestreo fotografico
de las &reas de interés. Finalmente concluimos que la técnica de WFA es efectiva para la
marcacion de GAG distribuidos en diferentes regiones del SNC.

Actualmente se encuentra en estudio el rol de la MEC en diferentes patologias neuroldgicas,
como el autismo, la esquizofrenia, entre otros, por lo cual contar con una técnica eficaz para el

analisis de la misma resulta de gran interés cientifico.

Palabras clave: sistema nervioso central, matriz extracelular, glucosaminoglicanos, Aglutinina

de Westeria Floribunda.



INTRODUCCION

El presente reporte expone los resultados obtenidos durante el trabajo de puesta a punto de la
técnica de deteccion de GAG de la MEC en el SNC, mediante la utilizacion de la WFA. Este es
un paso previo y necesario para el abordaje del estudio de la expresion de elementos de la MEC

y su papel en los procesos de desarrollo y maduracion del sistema nervioso, asi como su
implicancia en la patogenia de los sindromes del espectro autista, que se lleva a cabo en el
laboratorio del Dr. Nogueira en el Departamento de Histologia y Embriologia. Ademas, nos
proponemos introducir al lector en aspectos relacionados a las generalidades del SNC y dentro
de este brindar informacidn acerca de la MEC vy las patologias relacionadas con alteraciones en

la misma.

GENERALIDADES DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

ElI SNC forma parte de un sistema de comunicacion que recoge estimulos externos e internos al

organismo, los transforma en sefiales que procesa e integra para que a partir de ellas se elabore
una respuesta.

En el podemos reconocer dos porciones bien diferenciadas:

a) La sustancia gris, que ocupa la porcién central de la médula espinal, ganglios basales,
nucleos del tronco, cerebelo y porcion superficial de la corteza cerebral y cerebelosa. En estas
areas es donde se encuentran los somas de las neuronas, dendritas, porciones iniciales de los
axones, porciones terminales de los axones que proceden de neuronas adyacentes o lejanas,
neuroglia (microglia, astrocitos y oligodendrocitos); ademas de una profusa red de capilares
sanguineos. El analisis detallado de la ultraestructura de la sustancia gris tejido nervioso permite
reconocer dos grandes regiones, una es la ocupada por los somas neuronales, y la otra es la
formada por la red de prolongaciones axonales, dendriticas, y ramificaciones de células gliales,
y se denomina neuropilo. En el neuropilo se localizan la mayor parte de los contactos sinapticos
del SNC.

b) La sustancia blanca, la cual posee axones mielinizados y no mielinizados que forman haces
mas 0 menos paralelos, carece de contactos sinapticos y funcidn principal es la conduccion de

los estimulos nerviosos.

Las células mencionadas anteriormente conforman los dos tipos celulares principales del SN
(Sistema Nervioso), las neuronas y las células de la neuroglia. Las neuronas, tienen como
caracteristica la excitabilidad, conocida como la capacidad de responder frente a estimulos
fisicos y quimicos, y la conductividad, la cual conduce la excitacion originada por los estimulos

a neuronas, células musculares y células glandulares, para manifestar una respuesta. Estan



formadas por un cuerpo celular o soma que contiene el ndcleo y la mayoria de los organelos. El
soma es el centro tréfico de la célula y de €l parten prolongaciones: dendritas y axon.

Las dendritas son prolongaciones ramificadas donde se localizan la mayor parte de los contactos
sinapticos que recibe una neurona. Estas poseen funcion receptora ya que capta estimulos de
otras neuronas o del medio externo. En algunas ocasiones presentan protuberancias
denominadas espinas dendriticas las cuales representan puntos de contacto sinéptico.

El axdn, es la prolongacion efectora Gnica para cada neurona que transmite estimulos que nacen
desde la porcion denominada cono axénico. Tanto axones como dendritas constituyen entre
ellos una red de comunicacion neuronal denominada sinapsis. Segun el mecanismo de
propagacion existen dos tipos de sinapsis; eléctrica y quimica.

La sinapsis eléctrica es una sinapsis en la que la transicion de la primera neurona y la segunda es
por el pasaje de iones de una célula a otra a través de uniones gap.

La sinapsis quimica tiene su base en la liberacion de neurotransmisores que tomaran contacto
con receptores especificos de la neurona pos sinéptica determinando cambios en la excitabilidad
y expresién génica de la neurona receptora.

Muy cercano al ndcleo encontramos diversos organelos, entre ellos un aparato de Golgi muy
desarrollado, un reticulo endoplasmico rugoso (RER) con gran cantidad de cisternas, ribosomas
libres, y cuerpos de Nissl que corresponden a estructuras provenientes del RER. El cuerpo
celular contiene abundantes filamentos intermedios llamados neurofilamentos dispuestos en
haces que ocupan los espacios que estan entre los cuerpos de Nissl y los complejos de Golgi, y
brindan sostén interno adicional a la neurona. También presenta microfilamentos de actina y

microtubulos largos relacionados con el transporte de organelos y vesiculas.

Existen cuatro tipos principales de neuroglia en el SNC, que se presentan de diferentes formas y
cumplen diferentes funciones. Estas son: astrocitos, oligodendrocitos, microgliocitos y células
ependimarias.

Los astrocitos son células que le dan sostén fisico y metabdlico a las neuronas del SNC. Tienen
una asociacion estrecha con las neuronas para sustentar y modula sus actividades. Hay dos
tipos, los astrocitos protoplasmaticos, que presentan abundantes prolongaciones citoplasmaticas
y los podemos encontrar principalmente en la sustancia gris; y los astrocitos fibrosos, que son
comunes en la sustancia blanca y que tienen menos prolongaciones. Las prolongaciones de los
astrocitos tienen sus extremos expandidos, que forman una vaina que recubre por completo los
capilares, sirviendo como intermediarios metabdlicos entre la sangre y las neuronas. En su
conjunto los pies perivasculares astrociticos y el endotelio vascular conforman la barrera

hematoencefalica.



Los oligodendrocitos producen y mantienen la vaina de mielina en el SNC. Esta vaina esta
formada por capas concéntricas de membrana plasmatica oligodendrocitica. Son células
pequefias con prolongaciones relativamente escasas en comparacién con los astrocitos.

La microglia son células pequefias presentes en todo el SNC. Son células méviles, con funcién
macrofagica. Son las Unicas células del SNC cuyo origen embrionario es mesodérmico.
Mientras que el resto de las células de sostén y las neuronas provienen del ectodermo.

Las células ependimarias son células que revisten a los ventriculos del encéfalo y al canal

medular, esto quiere decir que estan en contacto directo con el liquido cefalorraquideo.

CORTEZA CEREBRAL

En cuanto a la histoarquitectura de la corteza cerebral, Brodman ha descrito dos zonas de la

misma denominadas isocortex y alocortex. El isocortex corresponde aproximadamente al 90%
de la corteza cerebral y se caracteriza por la presencia de seis capas histolégicas, compuestas
por distintos tipos celulares que cumplen funciones de excitacion e inhibicién.

En la corteza cerebral podemos encontrar tres grandes grupos de neuronas: Las piramidales, las
cuales tienen funcion efectora, las estrelladas espinosas y las estrelladas lisas.

Las neuronas estrelladas espinosas son interneuronas exitatorias y usan glutamato como
neurotransmisor. Las neuronas estrelladas lisas por su parte son interneuronas inhibitorias que
utilizan acido gamma aminobutirico (GABA) como neurotransmisor.

Las células piramidales presentan soma triangular, con una Unica dendrita apical, y numerosas
dendritas basales que se extienden casi horizontalmente, avanzando hacia la sustancia blanca
una distancia variable. Por otro lado se encuentran las células estrelladas espinosas que
constituyen el segundo tipo celular mas abundante del neocértex, y la mayor parte se encuentra
en la capa granulosa interna. Su cuerpo celular es pequefio y son esencialmente multipolares,
con varias dendritas que presentan numerosas espinas. Por ultimo, las células estrelladas no
espinosas constituyen el grupo mas pequefio, y como su nombre lo dice, presentan pocas
espinas dendriticas. Encontramos también las células horizontales o células de Cajal las cuales
son pequenas, fusiformes, orientadas horizontalmente, localizadas exclusivamente en la capa
molecular, y células de Martinotti son células pequefias y que se encuentran en casi todos los
niveles de la corteza, presentan dendritas cortas y su axon esta dirigido en sentido apical y son
un ejemplo particular de interneuronas inhibitorias.

El circuito cortical, constituido por los diferentes tipos de neuronas antes mencionadas,
determinan la formacion de un patron de organizacién laminar en 6 capas en el neocortex,
cuando se observa con tinciones histoarquitecturales clasicas.

Capa molecular: Esta capa presenta pocas neuronas. Aqui se encuentra el soma de un Unico tipo
de interneurona, las células horizontales de Cajal, que poseen un axén horizontal que hace

sinapsis principalmente con las dendritas apicales de las células piramidales.
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Capa granulosa externa: En ella se ubica un grupo de células estrelladas (principalmente
interneuronas GABAérgicas), también es posible visualizar células piramidales pequefas, y
dendritas apicales de células cuyos somas se ubican en las capas V y VI.

Capa piramidal externa: Se observan dos subcapas de células piramidales medianas y grandes,
donde nacen fibras de asociacion cortical y neuronas estrelladas (células no piramidales)

Las capas I, Il y Il conectan regiones corticales adyacentes e integran varias funciones
corticales.

Capa granulosa interna: Presenta somas celulares no piramidales pequefios, redondeados y
agrupados, sobretodo células estrelladas espinosas y algunas piramidales.

Capa piramidal interna: se aprecian células fusiformes y células piramidales grandes, se
originan fibras de proyeccion especialmente cortico-espinales, cortico-estriales y cortico-tecales.
También presenta dendritas basales de células de las capas Il y V.

Capa multiforme: Es una capa heterogénea donde se encuentran las denominadas células de

Martinotti y células fusiformes.

DESARROLLO DE LA CORTEZA CEREBRAL
Con respecto al desarrollo embrionario del SNC, los primeros eshbozos del sistema nervioso

aparecen al cabo de la tercera semana de gestacion, apenas se constituye el disco trilaminar
(compuesto por ectodermo, mesodermo y endodermo). En el dorso de este disco, se forma un
engrosamiento ectodérmico llamado placa neural, a partir del cual se desarrollan las dos
estructuras embrionarias precursoras del desarrollo del sistema nervioso definitivo, estas son el
tubo neural primitivo y las crestas neurales.

En cuanto al tubo neural, el mismo comienza a sufrir modificaciones a nivel de su cara dorsal y
ventral constituyendo una estructura que se divide en tres regiones primitivas. Estas regiones se
denominan como prosencefalo, mesencéfalo y romboencefalo. Al continuar el desarrollo del
SNC la vesicula primitiva mas cefalica conocida como prosencéfalo se divide en dos regiones;
el diencéfalo y el telencéfalo. En direccién caudal se encuentra la segunda vesicula conocida
como mesencéfalo, el cual permanece constante a pesar de los cambios que ocurren en el
desarrollo del tubo neural. Por ultimo entre el mesencéfalo y la medula espinal primitiva
hallamos el romboencéfalo el cual se subdivide en dos nuevas regiones conocidas como
mielencéfalo y metencéfalo. EI mielencefalo daréa origen al bulbo raquideo y la primera porcion
de la medula oblonga, mientras que el metencéfalo dara origen por su cara anterior a la
protuberancia y por su cara posterior al cerebelo.

Mas especificamente, en cuanto a la histogénesis de la corteza, la pared del hemisferio cerebral
primitivo estda formada por un epitelio seudoestratificado cuyas células desarrollan una
migracion intercinética a medida que proliferan. Las células cilindricas se alargan y sus

prolongaciones periféricas no nucleadas forman la zona marginal, mientras que sus regiones
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nucleadas constituyen la zona ventricular. Algunas de las progenies mitdticas abandonan la zona
ventricular y migran hasta ocupar una zona del manto. Grupos de células progenitoras forman
primero generaciones de neuronas definitivas y después células gliales que migran y maduran
en sus posiciones definitivas. Desde la superficie pial hacia la profundidad pueden definirse las
siguientes zonas: Marginal, placa cortical, subplaca, manto, subventricular y ventricular. La
zona marginal es la méas externa. La placa cortical y la subplaca forman las neuronas de las
laminas corticales restantes, mientras que la zona del manto se transforma gradualmente en la

sustancia blanca del hemisferio.

MATRIZ EXTRACELULAR, REDES PERINEURONALES, Y TECNICA DE TINCION

La MEC representa una red tridimensional que engloba todas las células del organismo y

supone un 20% de nuestra masa corporal total (1). Recién en 2006 Alfred Pischinger propuso el
modelo de unidad minima de vida en el organismo, a la triada de capilar-MEC-célula (2). Ello
supone la consideracion de la MEC no como un material inerte o un tejido pasivo de sostén,
sino como un componente vivo, dindmico y con maltiples funciones. Actualmente se acepta su
funcién como filtro biofisico de proteccidn, nutricion e inervacion celular y el terreno para la
respuesta inmune, angiogénesis, fibrosis y regeneracion tisular (1)

La MEC confiere propiedades estructurales de células y tejidos, y estd compuesta por una
compleja mezcla de proteinas, proteoglicanos (PG) y glucoproteinas (GP). Dichas proteinas
ejercen a su vez un papel regulador de una extensa variedad de procesos celulares ya que
generan una interfaz de comunicacién con el microambiente celular (1). Las células de soporte
son esenciales para la sintesis de la estructura de las fibras extracelulares y de los PG y GP.

Las interacciones entre la MEC, otras células y factores solubles definen los nichos o
microambientes bioquimicos y mecanicos locales. Los nichos no son estaticos y su regulacién
influye en el transito, la supervivencia, autorrenovacion, proliferacion y diferenciacion de las
células madre (3) (4).

Las redes perineuronales constituyen una forma particular de MEC asociada a algunos tipos de
neuronas en el SNC. Las mismas estan integradas por la agregacion de moléculas de la MEC,
producidas por las neuronas y células gliales. Son responsables de la estabilizacion de la
sinapsis y de mantener la relacion celular. También estan relacionadas en diferentes funciones
como buffers idnicos, restriccion de la movilidad de receptores, neuroproteccion y regulacion de
la plasticidad neuronal (5). La primera vez que fueron descriptas fue hace un siglo por Golgi y
son reconocidas desde 1970, pero en las Gltimas décadas se ha logrado una mayor comprension
ya que han sido objeto de estudio. Hay que agregar ademas que el desarrollo de nuevos métodos

para su visualizacion ha aportado en este proceso (6).



Actualmente se sabe que las PNNs estan compuestas por Proteoglicanos de sulfato de condritina
(PGSCs), Hialuronato (HA), Proteinas de enlace y Tenacina-R (Tn-R), teniendo la misma
composicion en el cerebro y en la médula espinal. EI PGSCs consiste en un ndcleo proteico y un
variado numero de cadenas glucosaminoglicanos, que pueden ser diferentes por lo cual se
genera gran heterogeneidad (7). En la formacién de las PNNs el HA se une a miembros de la
familia de las lectinas de PGSCs como agrecan, versican, brevican y neurocan. Ademas la
molécula de HA estd unida a las proteinas de enlace y Tn-R formando agregados
supramoleculares. Dicho complejo interactda con las neuronas por medio de los receptores de
PGSCs como contactin-1, RPTP, LAR y NgR. (5) (Ver figura 1)

Neuron
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Fig. 1. Extraido de Miao Q et al; 2014. (5)

Para el estudio de la estructura y composicion de los elementos de la MEC en el SNC se pueden
utilizarse diferentes técnicas con anticuerpos y diferentes lectinas. La técnica que realizamos
consiste en utilizar Aglutinina Wisteria Floribunda (WFA). Wisteria Floribunda es una liana
lefiosa, nativa de Japdn, de la que se extrae la WFA, esta es una lectina que reconoce
selectivamente residuos de glicoproteinas (N-acetylgalactosamina beta 1) dentro de la MEC del
SNC vy se identific6 como marcador especifico de distintas areas corticales en cerebro de
roedores. (8). Dicha selectividad, nos permite reconocer las redes perineuronales y los cambios

en la expresion de las glicoproteinas de la MEC (8).

El término Lectina fue introducido por Boyd y otros investigadores en el afio 1954, aunque en

1888 ya se describia el fendmeno de hemaglutinacién utilizando extractos de semillas de plantas



(Aplicaciones de las lectinas) (9). Las lectinas corresponden a un grupo de proteinas
(glicoproteinas), las cuales poseen en su estructura por lo menos dos sitios de union a
carbohidratos. Tienen como caracteristica que no son de origen inmune, y no poseen actividad
enzimatica. Las lectinas se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza, se pueden
encontrar en: virus, bacterias, hongos, vertebrados, y plantas. Se dividen principalmente en
cinco grupos segun su afinidad a determinada glicoproteina: manosa (Man), a galactosa/n-
acetilgalactosamina (Gal/GalNAc), a N- acetilglucosamina (GIINAc), a fucosa (Fuc) o a acido
sidlico (Neu5Ac) (10).

DESARROLLO POST NATAL Y PLASTICIDAD

Estudios han revelado que la estructura de las PNNs no es estética, ya que es sensible a cambios

de la experiencia sensorial. Un ejemplo de esto es que en ratones criados en total oscuridad
desde su nacimiento se demostré la eliminacion de dos de sus principales componentes, uno de
la familia de CSPGs y Tn-R en la corteza visual. Ademas implica que juega un rol importante
en la regulacion de la plasticidad neuronal, entendiendo la misma como la habilidad del SNC

para adaptarse en respuesta a cambios en el ambiente (11).

La plasticidad en el cerebro del mamifero es regulada durante su desarrollo alcanzando un nivel
elevado en el periodo temprano del mismo disminuyendo drasticamente en el adulto. Se
denomina periodo critico a ese estado del desarrollo postnatal donde se requiere la experiencia
apropiada para la correcta organizacion de la red neuronal (11). EI modelo clésico del periodo
critico de plasticidad es el cambio en la dominancia ocular (DO) inducido por la experiencia en
el desarrollo de la corteza visual primaria. Normalmente la corteza visual primaria tiene sus
neuronas organizadas en columnas de DO, donde se agrupan las neuronas que responden
preferentemente a un ojo pero no al otro. Si se realiza una privacién monocular durante el
periodo critico las células cambian su preferencia hacia el ojo no privado, resultando en un
cambio general en las columnas de DO de las neuronas de la corteza visual. Pero si la privacion
ocular se hace fuera del periodo critico este cambio en la DO no ocurre (12) (13).

En la actualidad los mecanismos de regulacion de la plasticidad neuronal no son comprendidos
totalmente, se sabe que hay factores como las PNNs, que juegan un importante rol en
restringirla mediante la regulacién del desarrollo neuronal. Basandose en varios estudios previos
se han propuestos tres mecanismos posibles por los cuales las PNN podrian regular la
plasticidad del sistema nervioso; el primero es que las PNNs actian como una barrera fisica
para la formacion de nuevas uniones sindpticas; segundo, se plantea que las PNNs funcionan
como andamios para la construccion de otras moléculas que limitan las modificaciones
sinapticas; y tercero, las PNNs participan activamente en la regulacion del balance de

excitacion-inhibicion que es determinante en la induccion del periodo critico de plasticidad (5).
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REDES PERINEURONALES Y PATOLOGIA

De acuerdo a la revision bibliogréfica “In sickness and in health: Perineuronal nets and

synapticplasticity in psychiatricdisorders” realizada por H. Pantazopoulous y Sabina Berretta, se
afirma que anormalidades en la MEC pueden contribuir a un componente patolégico compartido
por un gran subgrupo de desérdenes psiquiatricos (14) (15) (16) (17) (18) (19) (20).

Las causas especificas de dichas anormalidades en cada uno de los desdrdenes psiquiatricos
todavia no estan bien establecidas y pueden ser especificas de cada enfermedad (21) (22) (23)
(24) (25) (26) (27) (28) (29)

A continuacién describiremos algunos de los trastornos psiquiatricos mas estudiados.

La Ezquizofrenia es un trastorno neuroldgico crénico, severo, y discapacitante, caracterizado
por sintomas psicoticos y alteraciones en las emociones y comportamientos normales.

Estudios genéticos muestran vulnerabilidad genética para genes que codifican moléculas de la
MEC, asi como un defecto en la regulacién de la expresion de estas moléculas en las células
gliales y disrupcién de estructuras organizadas de la MEC, como las PNN. (30)(31)(32).
Especificamente, se ha reportado un descenso del condroitin sulfato en la amigdala y la corteza
entorrinal (33), regiones cerebrales interconectadas, involucradas en el aprendizaje vinculado a
las emociones y en el procesamiento de informacion sensorial asociativa (34). EI hecho de que
haya un descenso de las PNN en el nlcleo medial de la amigdala sugiere que las neuronas de
proyeccion GABAérgica también estan afectadas por anormalidades de las PNN.

Por otro lado, se observa un descenso de la relina en areas corticales, y junto con esta se observa
un descenso de una de las enzimas principales en la sintesis del GABA en las interneuronas
corticales GABAérgicas (35) (36) (37) (38) (39).

El autismo es un grupo heterogéneo de desérdenes caracterizados por déficit persistente en la
comunicacion social y en la interaccidn social, y la presencia de patrones de comportamiento e
intereses o actividades repetitivos.

Estudios genéticos han identificado a las moléculas de la MEC como contribuyentes potenciales
en la etiologia del autismo. Se han observado alteracion en la expresién de la Relina, la cual se
encuentra disminuida en ciertas regiones como la corteza frontal, parietal y cerebelosa (40) (41).
También hay evidencia que apunta a los proteoglicanos del heparan sulfato como responsables
de la patologia del autismo (42).

Dentro de los sindromes relacionados con el autismo encontramos al Sindrome de X fragil, el
cual se describe como una discapacidad intelectual de herencia autosdémica dominante con
sintomas autisticos predominantes (43) (44) (45). Se observéd un descenso en la “proteina del
retraso mental del X fragil” lo cual hace que haya un aumento en los niveles de

metaloproteinasa de matriz MMP-9 (46).
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El Sindrome de Rett es un desorden caracterizado por movimientos estereotipados de la mano,
regresion del lenguaje, una disminucion en el crecimiento cerebral, disfuncion autondémica y
convulsiones (47). Se han observado déficits en las espinas dendriticas y en la plasticidad
sinéptica (48) (49) (50) (51) (52). También se observo un aumento de las PNN marcadas con
Wisteria Floribunda en la corteza motora de sujetos con sindrome de Rett. (53). Esta alteracion
es la opuesta a la observada en el autismo y la esquizofrenia, lo que sugiere que diferentes
alteraciones en la composicién de la MEC pueden resultar en anormalidades sindpticas como las
detectadas en estas patologias.

El Alzheimer es un Desorden irreversible que afecta progresivamente la memoria y la vida
independiente. Esta relacionado con pérdida de espinas dendriticas (54) (55) (56) También se ha
evidenciado un descenso en la densidad de las PNN, especialmente en la corteza frontal (57)

La Epilepsia es un espectro trastornos cerebrales, de severos a benignos, caracterizados por una
alteracion del patron de actividad neuronal normal, causando emociones, comportamientos y
sensaciones anormales, o en algunos casos pérdida de conciencia, convulsiones y espasmos
musculares. En respuesta a las convulsiones la MEC sufre remodelaciones, que incluyen
aumento en la produccién de proteoglicanos del condroitin sulfato por las células gliales y la
escision de los mismos por las MMPs (58)(59)(60)(61)(62) Como parte de este remodelado hay
un descenso en las PNN (58)(59). Esto lleva a una susceptibilidad para las convulsiones

aumentada (59).
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OBJETIVOS

Obijetivo general:

Caracterizar el patron de expresion de los glucosaminoglicanos de la matriz extracelular en la

corteza cerebral de ratones adultos, utilizando la técnica de tincién WFA.

Objetivos especificos:

1.

Puesta a punto de la técnica de marcaje con la lectina Aglutinina de Westeria
Floribunda.

Anadlisis de los resultados obtenidos mediante microscopia dptica de luz, y muestreo
fotografico de las areas de interés.

Analisis cualitativo de los patrones de marcacion a nivel histoldgico y citoarquitectural.
Discusion del significado de los resultados obtenidos y propuestas de desarrollo futuro

para esta linea de trabajo
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METODOLOGIA

Disefio: se realizé un estudio de tipo descriptivo entre el periodo de Abril a Octubre de 2016 en
Universidad de la Republica del Uruguay, en el laboratorio del Dr. Nogueira “Desarrollo y
Plasticidad del Sistema Nervioso” perteneciente al departamento de Histologia y Embriologia

de la Facultad de Medicina, Montevideo, Uruguay

Animales: aprobado por la Comisién Honoraria de Experimentacién Animal (CHEA)

Se utilizaron 5 ratones (Mus musculus) de la cepa C57/BI6, hembras adultas.

Colecta y procesamiento de la muestra: Los animales se anestesiaron con Pentobarbital sédico a
razén de 60mg/kg, ip y se perfundieron de forma transcardiaca con una solucion de buffer
fosfato (PBS) heparinizada, seguida de solucién de paraformaldehido al 4% en PBS. Luego de
extraido el cerebro y cerebelo, estos se posfijaron por 24hs en solucion de fijacion.
Seguidamente los cerebros fueron incubados en PBS conteniendo sacarosa al 30% durante 48
hs. Una vez embebidos en sacarosa los cerebros se congelaron a -20 grados para su
procesamiento en criostato. Utilizando un criostato Leica CM1850UV se realizaron cortes a
congelacidn de los cerebros a 30 micrometros de espesor, que posteriormente se recolectaron en
placas de cultivo de 24 pocillos conteniendo PBS, y que finalmente fueron sometidos a

protocolo de Wisteria Floribunda, y revelados con técnica de diaminobencidina (DAB).

A continuacion se describe el protocolo de WFA:

1) Bloqueo de la peroxidasa enddgena: 45% etanol + 0.3% H202 por 20 min.

2) Blogueo de los sitios inespecificos: PBS + Triton-X100 0.2% + 3% albimina bovina por 30
min.

3) Incubacion con WFA: Solucion de bloqueo + 10 pg/ml (1/500) de WFA-Sigma, por 2h a
temperatura ambiente.

4) Lavado: PBS 3x15 min.

5) Revelado: Kit Vector - DAB

Los cortes se montaron en portaobjetos gelatinizados y se secaron en estufa a 37°C. Luego se

procedio a la deshidratacion y montaje, y a la posterior contratincion con azul de toluidina.

Observacion de los preparados: Se utilizd un microscopio marca NikonOptiphot, una camara
fotogréfica marca Nikon DA-FI1C, una lupa marca Nikon SMZ1000 con oculares Nikon C-W
10 X B/22 para la observacion y documentacion de los preparados. Se realizd un anélisis

cualitativo de los mismos.
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RESULTADOS

La técnica utilizada tuvo resultados exitosos, mostrando marcacion principalmente en las

regiones donde se ha reportado la presencia de glucosaminoglicanos (63).

En este proyecto se analiz6 de forma mas detallada la marcacién en cerebelo-tronco y corteza
cerebral, observandose diferentes resultados de la distribucién de los glucosaminoglicanos en

los 6rganos anteriormente mencionados.

A continuacién se presentan las imagenes de los preparados obtenidos.

Fig. 2: A. Cerebelo-Nucleo de tronco encefalico, WFA contratefiido con azul de toluidina, 4X;
B y C. Nucleo del tronco encefalico, WFA contratefiido con azul de toluidina, 10X y 20X

respectivamente; D. Corteza cerebelosa- somas de neuronas de Purkinje (flecha) 40X.

En la imagen A se observa una marcacion discreta, destacandose la presencia de grandes
sectores con ausencia de marcacion para la técnica por WFA, y grupos aislados de neuronas que
se marcaron positivamente. Este resultado es consistente con lo reportado en la bibliografia (64)
(65). Los somas neuronales marcados aparecen de un color negro amarronado, y corresponden
a nucleos del tronco encefalico (sefialados con la flecha).
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El patrén de marcacion obtenido en el tronco encefalico y la corteza cerebelosa constituye una
evidencia de la especificidad de la marcacion ya que la corteza cerebelosa expresa muy bajos
niveles de GAG (64). Esto nos permite asumir que la tincion de fondo, difusa, observada en
otras regiones del SNC corresponde a la presencia de GAG, no asociada a PNN, y no al
reconocimiento de sitios inespecificos por parte la lectina.

En la imagen B y C observamos a mayor aumento esta agrupacion neuronal, donde se
caracteriza la marcacién de los somas y los troncos dendriticos proximales. En D vemos a
mayor aumento un sector de corteza cerebelosa, donde apreciamos células de Purkinje
(sefialadas con la flecha) y destacamos que en la misma no encontramos marcacién como

mencionamos anteriormente.

Fig. 3: WFA, Nucleo de tronco encefalico (20X).

En esta imagen a mayor aumento de los nucleos del tronco encefélico (Fig. 3) se observa en
detalle la distribucion de la marca para WFA sobre la citoarquitectura de este grupo de
neuronas. Se aprecian los somas neuronales (flechas), troncos dendriticos proximales (puntas de
flecha blancas) y sus axones (punta de flecha amarilla).
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Fig. 4. Ay B. Cerebro-corte frontal, WFA contratefiido con azul de toluidina, (1X, 3X).Cy
D. Cerebro-corte frontal, WFA contratefiido con azul de toluidina (10X y 20X respectivamente).

En la imagen A podemos observar el Neocortex, el cual se distribuye en la mayoria de la
convexidad cerebral, siendo el mismo el sector principalmente marcado. Podemos deducir que
en esta region hay mayor expresion de glucosaminoglicanos, los cuales se disponen en las
diferentes capas corticales sin apreciarse una clara diferencia entre ellas.

A mayor aumento (B) se aprecia en detalle una discreta diferencia en la marcacion de las
diferentes capas, presentando una disposicion inhomogénea, con un patron laminar, por lo que
se puede asumir que estas regiones podrian corresponder a las diferentes capas del Neocortex.
En la imagen C podemos visualizar las capas del Neocdrtex con mayor aumento. Podemos
observar una discreta diferencia en la intensidad de marcacion de las mismas, ya que a este
aumento se pueden apreciar nucleos celulares distribuidos a diferentes alturas desde la
superficie cortical.

En D a mayor aumento apreciamos que la marca aparenta localizarse en la superficie neuronal,
mas especificamente en su soma y dendritas, no visualizandose sus organelos ni otros elementos

citoplasmaticos.
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Fig. 5: Cerebro-corte frontal, WFA contratefiido con azul de toluidina (40X).

En la figura 5 se aprecia a mayor aumento neuronas de la corteza en un corte frontal.
Nuevamente observamos como la marca aparenta distribuirse en la superficie neuronal, las

flechas sefialan los troncos dendriticos.

Fig. 6: A y B Cerebro-corte frontal, WFA contratefiido con azul de toluidina (10X y 20X

respectivamente).

La imagen A corresponde a un corte de corteza cerebral en un sector mas caudal, que podria
corresponderse a las areas somatosensoriales primarias. En una de las capas (sefialado con
fecha) se observa una menor intensidad de la marcacion comparado con la Fig 4 C (corte mas
frontal); ésta podria corresponder a la capa IV donde se encuentran interneuronas estrelladas
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espinosas, que utilizan glutamato como neurotransmisor y no se asocian a estructuras como
PNNs. A mayor aumento (B), se observa con detalle el marcado desarrollo de la capa IV de la

corteza, mencionado anteriormente.

En cuanto al andlisis de las imagenes, podemos decir que la técnica de tincion de AWF fue
exitosa para la marcacion de GAG.

La marca se aprecié de un color amarronado, y mediante la contratincion con azul de toluidina
se pudo apreciar toda la histoarquitectura de las muestras, diferenciando los sitios marcados con
AWEF del resto del tejido que no presentd marca. Podemos evidenciar una amplia marcacion de
la corteza cerebral que presenta una distribucion inhomogénea, apreciandose discretas

poblaciones de células marcadas.

En los preparados a mayor aumento se vio gque la marca aparenta distribuirse en la superficie
neuronal permitiendo apreciar su estructura ya gque se hicieron evidentes su soma, dendritas y

axones, no asi su nucleo u organelos. El sector perineuronal presentd una discreta marcacion.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Analizando los resultados antes descriptos, observamos que los elementos marcados sefialan
aquellas estructuras en las que esta comprobado que existen GAG (64) En aquellos sectores
donde existe una baja expresién de GAG no se observa una marcacién de la técnica (64) Esto es
consistente con las evidencias existentes en la bibliografia y nos permite asumir que la
marcacion obtenida es una herramienta (til y especifica para la deteccion de
glucosaminoglicanos, mostrando su distribucién en el SNC.

En las muestras obtenidas del tejido nervioso, podemos evidenciar una amplia marcacion de la
corteza cerebral, que evidencia una distribucion inhomogénea de los GAG, apreciandose que
hay poblaciones discretas de células que se marcan. La contratincién con azul de toluidina
permite diferenciar las capas del neocortex que no se marcaron con AWF.

Comparando la distribucién de la marca en corteza de preparados de sectores frontales (Fig 4 C)
con sectores mas caudales (Fig 6 A) se aprecia que en este Gltimo, una de las capas no presentd
marca, ésta podria corresponder a la capa IV de neocortex, ya que la ausencia de marcacion
puede deberse principalmente a la presencia de interneuronas excitatorias a este nivel (no
relacionadas con PNNs) (64), por lo que es razonable no encontrar marca en este sector. Es asi
que las diferencias de marcacion observadas en las regiones de la corteza podrian reflejar las
variaciones estructurales observadas en el neocortex con otras técnicas histologicas, y
corresponderse con las adaptaciones estructurales que subyacen a las diferencias funcionales de
dichas areas.

En cuanto a las células, pudimos observar que la marca aparenta estar localizada en la superficie
de las neuronas, distribuyéndose sobre los somas, dendritas proximales y posiblemente sobre los
axones. Podemos sospechar que estas neuronas son de tipo GABAérgico, aungue no poseemos
evidencia de esto, es un campo en el que se debe profundizar con la utilizacion de otros
marcadores.

Esto es interesante porque se enmarca en un proyecto de laboratorio que pretende analizar las
funciones de las PNNs en la neuropatologia del desarrollo, en particular en la patologia autista,
por lo que podria compararse el patron de expresion de GAG en un modelo murino de autismo,
inducido con &cido valproico, versus animales control.

Planificamos utilizar otros marcadores para definir cual es la identidad de esa poblacién celular
que marca para GAG. En la bibliografia se evidencia que los GAG estan presentes en
interneuronas inhibitorias, seria interesante estudiar si la marcacién también esta presente en las
células que expresan decarboxilasa del acido glutamico, que son las que participan en la sintesis
del GABA como neurotransmisor. Sabiendo esto, en un futuro podria estudiarse como se
relacionan las alteraciones en la expresion y distribucion de los GAG, con diversas patologias

del SNC, como por ejemplo los Trastornos del Espectro Autista.
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