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RESUMEN

La terapia con oxigeno puede resultar perjudicial para el encéfalo del neonato prematuro causando, mas tarde, retardo en el
aprendizaje, la memoria y alteracion del sistema motor durante los primeros afios de vida. El cerebelo nace muy inmaduro y
se conoce poco acerca de las alteraciones estructurales y ultraestructurales que presenta cuando se es expuesto a altas
concentraciones de oxigeno. Para estudiar estos dafios, un grupo de ratas fue expuesto a hiperoxia (80 + 5% O,) desde su
nacimiento hasta los 3, 6, 9 12 y 14 dias de edad (P3, P6, P9, P12 y P14). Un grupo similar fue colocado en normoxia (21%
0,). Muestras de la corteza cerebelosa en cada uno de los periodos experimentados se procesaron con técnicas
convencionales para la microscopia electronica de transmision. En las ratas expuestas a hiperoxia, se observo la mayor
cantidad de células con pignocis. Se ha demostrado que los radicales libres promueven la proliferacion de factores que
activan la muerte celular por apoptosis. En P6 se observaron células de Purkinje (CPk) oscuras con un reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) distendido y un complejo de Golgi (G) alterado. En P9, las vacuolizaciones en varias células
granulares adyacentes provocaron necrdsis. La desestabilizacion de las membranas celulares pudo deberse a procesos de
peroxidacion lipidica. En todos los periodos se observaron capilares obstruidos con edema endotelial. Esto conduce a la
isquemia e impide el normal transporte de oxigeno hacia los astrocitos perivasculares y demds células que componen la
barrera hematoencefalica. La elevada toxicidad de la hiperoxia en el prematuro se debe, presumiblemente, a la inmadurez de
su sistema antioxidante.
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DAMAGE OBSERVED IN THE GRAY MATTER OF THE CEREBELLAR CORTEX OF DEVELOPING RATS
EXPOSED TO POSTNATAL HYPEROXIA

ABSTRACT

Oxygen therapy may be harmful to the brain in premature neonate causing later, delay in learning, memory and motor
system disorder. The cerebellum is born very immature and little is known about the structural and ultrastructural alterations
that presents, when it’s exposed to high concentrations of oxygen. To study this damage, a group of rats was exposed to
hyperoxia (80 + 5% O,) from birth to 3, 6, 9, 12 and 14 days of age (P3, P6, P9, P12 and P14). A similar group was placed
in normoxia (21% 0O2). Samples of the cerebellar cortex in each of the periods experienced were processed with
conventional techniques for transmission electron microscopy. In rats exposed to hyperoxia, P3 showed the highest number
of pignotic cells. It has been shown that oxygen free radicals promote proliferation of factors that trigger cell death caused
by apoptosis and necrosis. In P6 were observed dark Purkinje cells (PkC) with distended rough endoplasmic reticulum
(RER) and altered Golgi complex (G). In P9, the vacuolizations caused necrosis in adjacent granular cells. Destabilization
of cell membranes might be due to lipid peroxidation processes. In all periods, were observed obstructed capillary produced
for endothelial edema. This leads to ischemia and prevent normal oxygen transport to the perivascular astrocytes and other
cells that form the blood brain barrier. The high toxicity of hyperoxia in the premature cerebellum is apparently due to the
immaturity of their antioxidant system.

Keywords: Cerebellum, hyperoxia, necrosis, endothelial edema.
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INTRODUCCION

En condiciones normales el encéfalo humano y el de
muchos mamiferos nace inmaduro, estado que lo hace
muy susceptible a cualquier cambio interno o ambiental
que pueda alterar la homeostasis celular durante el
desarrollo. Bajo condiciones controladas se ha
demostrado que el oxigeno es el parametro ambiental
mas nocivo para el encéfalo del prematuro [1].

En el cerebro inmaduro expuesto a la hiperoxia postnatal
muere un gran numero de neuronas debido a que el
sistema antioxidante del prematuro no estd lo
suficientemente desarrollado como para evitar el dafio
celular producido por el estrés oxidativo [1, 2, 3]. La
retina también sufre severos dafios tanto funcionales [4,
5] como estructurales y ultraestructurales [6, 7] cuando el
individuo prematuro es expuesto a la hiperoxia postnatal.
Muy recientemente, fue reportado que los astrocitos en
cultivo expuestos a hiperoxia mostraron una disminucion
de la capacidad para proteger a las células progenitoras
de oligodendrocitos (OPCs) contra los efectos toxicos del
glutamato exdgeno. La hiperoxia conduce a una
alteracion en la homeostasis del glutamato dafiando asi la
materia blanca del cerebro [8].

El cerebelo es una region del encéfalo que resulta
esencial para coordinar los movimientos del cuerpo. Es
un centro reflejo que actia en la coordinacion y el
mantenimiento de la postura y del equilibrio [9]. El
cerebelo es mas fragil que el cerebro a cualquier factor
adverso para su desarrollo ya que al nacer presenta
solamente un 3% del numero total de células, mientras
que el cerebro presenta un 50% [10]. No obstante, la
muerte neuronal durante el desarrollo cerebelar puede
retardar el aprendizaje motor y cognitivo en los primeros
afos de vida [11].

Son numerosas las investigaciones cuyos resultados
muestran las alteraciones funcionales, estructurales,
bioquimicas y neurofisiologicas, que se producen en el
cerebro y la retina de niflos y animales de

experimentacion prematuros expuestos a la hiperoxia
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postnatal. Sin embargo, no existen muchos estudios que
comuniquen el efecto de la hiperoxia sobre el cerebelo
prematuro.

El objetivo del presente estudio es analizar los dafios
estructurales y ultraestructurales observados en la
sustancia gris de la corteza cerebelosa de ratas en

desarrollo expuestas a la hiperoxia postnatal.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley procedentes del
bioterio del Instituto Venezolano de Investigaciones
Cientificas (IVIC).

Induccion a la hiperoxia

En una incubadora dividida en dos se colocaron, de un
lado 12 ratas recién nacidas, con su madre. Desde el dia
de su nacimiento, las ratas fueron expuestas diariamente
a 80 = 1% de O, con tres interrupciones de 21% de O,.
Cada interrupcion tuvo una duracion de 30 min [4, 6, 7].
El nivel de oxigeno en la incubadora fue mantenido a 80
+ 1% utilizando un analizador de oxigeno (7820 Oxygen
Monitoring System), el cual fue conectado a la
incubadora y calibrado diariamente.

El régimen de hiperoxia, se mantuvo desde el dia del
nacimiento de las ratas, hasta los 3, 6, 9 12 y 14 dias de
desarrollo postnatal (P3, P6, P9, P12 y P14). Luego de
finalizado cada uno de los periodos de oxigenacion, las
ratas fueron sacrificadas inmediatamente para la
realizacion de los analisis histologicos. Paralelamente, se
establecio el grupo control, el cual se mantuvo en otra
incubadora, a un ambiente normoxico (21% O5).

Con el fin de evitar las complicaciones pulmonares que
con frecuencia son sefaladas en las ratas adultas
expuestas a la hiperoxia, la madre de las crias sometidas
a hiperoxia se alternaron cada dia con la madre de las
crias controles, las cuales estuvieron en el ambiente
normoxico [4, 6, 7]. A los dos grupos experimentales
(control e hiperoxia) se les suministro alimento y agua ad

libitum.
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Procesamiento histologico

Para los analisis histologicos del cerebelo se utilizarén 5
especimenes por grupo experimental. Seguidamente al
sacrificio, el cerebelo fue enucleado y colocado
rapidamente en glutaraldehido 4% en bufer cacodilato
0,1M, pH 7,4 y a una temperatura de 4°C.

Posteriormente se realizaron secciones sagitales del
vermis. Estas secciones fueron fijadas en glutaraldehido y
pasadas las 72 horas se cortaron para obtener muestras de
aproximadamente 2 mm a nivel de la corteza cerebelosa,
¢ inmediatamente se colocaron en glutaraldehido por 5
dias. Las muestras de cerebelo fueron embebidas en Epon
para el procesamiento histolégico de acuerdo a técnicas
previamente utilizadas [6, 7].

Seguidamente se efectuaron cortes finos (80 nm) con
cuchilla de diamante en el ultramicrotomo Leica UM-
UC6 y se intensifico el contraste con acetato de uranilo y
citrato de plomo previa observacion al microscopio
electronico de transmision (HITACHI H-600).

Sobre micrografias de cortes semifinos de la sustancia
gris de la corteza cerebelosa se hicieron los contajes de
células pigndticas, basados en su aspecto osmiofilico
caracteristico. Se utilizd6 un total de 4 individuos por
tratamiento. Las comparaciones se hicieron con los
promedios de los contajes de células pignoticas por
periodo postnatal (P3, P6, P9, P12 y Pl14) y por
tratamiento (Hiperoxia y Control), y se calculd la

desviacion estandar (DE).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se observaron  alteraciones estructurales y
ultraestructurales en la corteza cerebelosa de las ratas
expuestas a hiperoxia.

En la sustancia gris de las ratas expuestas a hiperoxia se
pudo observar pignosis en todos los periodos analizados.
Las ratas expuestas a hiperoxia mostraron una tendencia
superior de presentar células pigndticas comparadas con
las controles (Fig. 1), siendo en P3 donde se observo el

mayor numero de pignosis (Fig. 1, 2y 3).
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Nimero de Células Pignaticas (X + DE)
.

P3 PG P P12 Pla
Dias
Fig. 1. Promedio de células pigndticas en la sustancia

gris de ratas expuestas a hiperoxia postnatal. ( X + DE) =
promedio + desviacion estandart.

Se observaron células con nucleos fragmentados (Fig. 2)
y en vias de la fragmentacion (Fig. 4). Estas células
pignoticas pueden, morir bien sea por la via de la
apoptosis o de la necrosis. En condiciones normales, la
apoptosis, es un importante mecanismo que determina el
tamafio, la forma y la funcion del sistema nervioso de los

vertebrados [12].

A - ‘ ;.- . .
Fig. 2. Micrografias opticas de capa granular externa de
ratas expuestas a hiperoxia durante 3 dias. Se observan

células con procesos apoptoticos (Ap) y otras con nucleos
pignoticos (Flecha doble).
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Fig. 3. Micrografias opticas de capa granular externa de
ratas expuestas a hiperoxia durante 3 dias. Se observan
células con nucleos pignéticos (Flecha doble).

Fig. 4. Micrografia electrénica en la Capa granular
interna de la corteza cerebelosa de rata expuesta a

hiperoxia durante 14 dias. Se observa neurona con
nucleo denso préoximo a fragmentarse, posiblemente para
dar paso a una apoptosis.
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La apoptosis se diferencia de la necrosis por sus
caracteristicas morfologicas. Es un evento controlado que
requiere de energia, donde las células se vuelven mas
condensadas por la pérdida de agua. Durante todo el
proceso la membrana celular y los organelos permanecen
intactos. Como el contenido celular nunca se derrama
hacia las zonas aledafas, entonces no se producen
reacciones inflamatorias [13]. En contraste, la necrosis es
un proceso desordenado, que no requiere energia donde
el resultado final es la ruptura de la membrana celular y
el derrame del contenido celular en el espacio intersticial.
Esto trae como consecuencia una respuesta inflamatoria
en el area que puede ir en detrimento de las células que la
rodean [13]. Se ha demostrado, mediante ensayos
TUNEL que procesos similares a la apoptosis pueden ser
observados en células en estado de necrosis [14]. Es
posible que estas dos rutas de muerte celular coexistan o
que otros mecanismos de muerte celular por apoptosis o
por necrosis puedan llegar a ser inducidos en la hiperoxia
[15]. Inductores conocidos de apoptosis pueden provocar
la muerte celular via necrosis. Estas apoptosis y necrosis
pueden ser inducidas por el mismo agente en la misma
poblacion celular y estos procesos pueden estar presentes
simultaneamente en tejidos que experimentan el mismo
dafio [14].

Procesos apoptoticos y necréticos han sido observados al
mismo tiempo y en la misma zona en la retina de ratas en
desarrollo expuestas a hiperoxia durante los primeros 12
dias de vida [7]. Por otro lado, mediante pruebas
inmunohistoquimicas y ELISA, se encontr6 una
disminuciéon de la densidad neuronal del hipocampo,
corteza prefrontal y corteza parietal la que fue atribuida a
un aumento de la actividad apoptdtica en estas regiones
del cerebro ocasionada por la hiperoxia [3]. Se ha
demostrado, que la caspasa-2 en combinacion con la
cascada intrinseca apoptotica induce dafios en el SNC
[16]. La alta produccion de radicales que tienen lugar en
la cadena transportadora de electrones de las células del

SN debido a su elevada demanda energética, aunada a la
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pobre actividad antioxidante enzimatica del prematuro y
a las elevadas concentraciones de compuestos facilmente
oxidables, convierten al estrés oxidativo en un fendémeno
que contribuye con los mecanismos que conducen a la
muerte celular y, por tanto, a la pérdida neuronal
enfermedades

observada en diferentes

neurodegenerativas [17].

Fig. 5. Mlcrograﬁa electronica de célula de Purkinje
(CPk) y Glia de Bergmann (GB) en proceso de necrosis.
Se observa nucleo (N), nucléolo (n), RER con cisternas
distendidas (Flecha) y Golgi alterado en forma de roseta
(flecha doble).

En la capa de células de Purkinje (CCPk) de una rata
expuesta a hiperoxia hasta P6 se observaron células
oscuras y deformes. En la Figura 5 se observa una CPk
que ha perdido su integridad estructural debido a un
evidente proceso muerte celular por necrosis. En su
citoplasma se encuentra la sustancia de Nissl
completamente  alterada,  evidenciada  por el
distendimiento de las cisternas del RER, ademas de la

pérdida de la integridad del complejo de Golgi llegando a

formar una estructura en forma de roseta.
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Fig. 6. Mlcrograﬁa electronica de Célula de Purkmje
(CPk) con forma tipica piriforme. Se observa nucleo (N),
nucléolo (n), En el cono apical se observan dos cisternas

del RER distendidas (Flecha).

La Glia de Bergmann (GB) que rodea la CPk (Fig. 5)
también se encuentra afectada por la necrosis. La muerte
patologica observada en muchas CPk pudo deberse a la
accion toxica de la hiperoxia que causé dafios
irreparables en las neuronas activando sus procesos de
necrosis. Estas alteraciones contrastan con las observadas
en la CCPk del cerebelo de otro ejemplar del mismo
tratamiento donde se evidencia una CPk con una
estructura tipica periforme y escasas alteraciones en las
cisternas del RER del cono apical (Fig. 6). El RER es el
responsables de la biosintesis, plegamiento, ensamblaje y
modificacion de proteinas solubles y de membrana y
almacenamiento de calcio [18]. Estas funciones estan
directamente relacionadas con procesos esenciales de
secrecion, diferenciacion celular, motilidad, proliferacion
celular, supervivencia y apoptosis [19]. En todos estos
procesos esta involucrada la sefializacion celular calcio-
dependiente. El RER también tiene un papel importante

en la deteccion de estrés celular [18]. Este organelo
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media un conjunto especifico de vias de sefializacion
intracelular en respuesta a la acumulacion de proteinas
mal plegadas o desplegadas en el lumen y estas vias se
conocen colectivamente como respuesta a las proteinas
mal plegadas. Las nuevas observaciones sugieren que la
respuesta a proteinas mal plegadas pueden iniciar
procesos de inflamacion y el acoplamiento de estas
respuestas en las células y tejidos especializados ahora se
cree que es fundamental en la patogénesis de las

enfermedades inflamatorias [18].

El dafio neuronal también estd asociado con un
incremento de aminodcidos excitatorios, glutamato y
aspartato en el medio extracelular, los cuales podrian
prolongar la activacion de receptores de membrana y
alterar la  homeostasis del Ca®** intracelular,
frecuentemente involucrado en el mecanismo de muerte
celular [20, 21]. Los efectos toxicos de la hiperoxia son
mas obvios en las mitocondrias las cuales usualmente se
observan hinchadas con pérdida de sus crestas [22]. Las
mitocondrias aparecen hinchadas debido a la entrada de
agua y sodio a la célula ya que el proceso activo de la
bomba sodio y potasio se detiene [23]. Las mitocondrias
son estructuras que suministran la energia celular
involucrada con los procesos oxidativos celulares, por
tanto son indicadores sumamente sensibles que expresan
el estado de salud celular, de alli que sus modificaciones
reflejan estados patologicos celulares. Periodos de
hipoxia relativa pueden producir también una alteracion
en las mitocondrias frenando la fosforilacion oxidativa y
disminuyendo asi la produccion de ATP [12]. Cuando el
descenso de ATP es acentuado se produce la salida de
iones calcio de las mitocondrias al citosol, lo que activa
las fosfolipasas y proteasas que actian entonces sobre la
membrana celular, el citoesqueleto y la membrana de los
organelos, produciendo ruptura de membranas y
filamentos [23].

En la capa granular interna (CGI) de la corteza

cerebelosa de ratas expuestas a hiperoxia hasta P9, se
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observa un proceso de necrosis que compromete la
integridad del citoplasma de tres células granulares (CG)
adyacentes y una dilatacion de la envoltura nuclear de

estas células (Fig. 7).

Fig. 7. Micrografia electronica de capa granular interna.
Se observa un proceso de necrosis que afecta a varias
células granulares. Se aprecia la membrana nuclear
distendida (flecha) y vacuolas (V).

En otro ejemplar del mismo tratamiento, se pudo
constatar una zona similar con wuna estructura
citoplasmatica, aparentemente, en buen estado, pero
persiste la envoltura nuclear ligeramente distendidas (Fig.
8). En la retina, tejido neural que forma parte del SNC,
también se observaron procesos necroticos caracterizados
por la presencia de células con numerosas vacuolas,
nucleos pignoticos, ruptura de membrana plamatica y
distension de la envoltura nuclear en ratas en desarrollo
expuestas a hiperoxia postnatal [6,7]. La toxicidad del
sistema nervioso central se debe principalmente a la
oxidacion y polimerizacion de los grupos sulfidrilos de
las enzimas que conducen a su inactivacion, lo que, a su

vez, da lugar a dafio celular [24].
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Fig. 8. Micrografia electronica de capa granular interna.
Se observa envoltura nuclear distendida (flecha) de
células granulosas.

e %I.*i. e it T
Fig. 9. Micrografia electronica de un capilar de capa
granular de la corteza cerebelosa de una rata control de
P6. Se observa célula endotelial (flecha larga), luz del
capilar (L), proyeccion del endotelio (flecha corta), pie de
las prolongaciones de los astrocitos perivasculares (*).
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En la CGI del cerebelo de un animal control P6, se
observa un capilar constituido por células endoteliales de
grosor uniforme lo que conlleva a la formacion de un
conducto capilar amplio y sin obstrucciones (Fig. 9). La
membrana basal y el pericito se observan normales. Por
otro lado, los pies de los astrocitos perivasculares, un
componente esencial para el buen funcionamiento de la
barrera hematoencefalica (BHE) tienen la forma aplanada
caracteristica. En contraste, en el grupo expuesto a una
hiperoxia hasta P6 se puede constatar una disminucioén
del diametro de seccion de los capilares como
consecuencia de edema de la célula endotelial, pliegues
del citoplasma del endotelio vascular hacia la luz del
capilar y edematizacion de los pies de los procesos
astrociticos perivasculares (Fig. 10). La gran cantidad de
pliegues del citoplasma de las células endoteliales aparte
de mostrar la hiperactividad del endotelio capilar,
también colaboran con el proceso de vaso obliteracion y
a la sucesiva formacion de vesiculas pinociticas de gran
tamafio que favoreceran a la edematizacion de las células
endoteliales del capilar y wuna subsecuentemente
inflamacion en toda el area perivascular. Muy
posiblemente, la vaso obliteracion sea una respuesta que
favorezca a la regulacion del flujo de sangre y la
oxigenacion  excesiva del  tejido  circundante.
Probablemente, la edematizacion de los procesos
astrociticos perivasculares se deba a este fendmeno.
Cambios patogénicos en el SNC son frecuentemente
acompafiados de la pérdida de las propiedades de la BHE
resultando en edema cerebral [25]. Ademas, el dafio o la
remosion de los astrocitos in vivo resultan en el
incremeto transitorio de la permeabilidad de 1a BHE [25].
Posiblemente, la obliteracion de los capilares sea una
respuesta a la hiperoxia para la preservacion de la
homeostasis tisular. La exposiciobn a sustancias que
incrementan los niveles de calcio en el pericito, induce a
la contraccion vascular con una consecuente disminucion
del diametro del lumen capilar [26, 27]. Procesos de

edema capilar e hiperactividad en el endotelio capilar
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fueron observados en la retina de ratas expuestas a
hiperoxia postnatal durante 9 dias [7]. La retina y el
cerebelo de la rata son altamente inmaduros al
nacimiento. Esta extrema inmadurez hace que estos

tejidos sean muy susceptibles a los dafios directos del O,.

-

Fig. 10. Capilar de la capa granular de la corteza
cerebelosa de una rata expuesta a hiperoxia hasta P6. Se
observa célula endotelial (estrella), nicleo (N), luz del
capilar (L), proyecciones del endotelio (flecha corta), y

pie de los astrocitos perivasculares.

CONCLUSIONES

La hiperoxia postnatal es capaz de producir muerte
celular por apoptosis y necrosis, ademas de edema
endotelial con la obliteracion de los capilares en el
cerebelo de ratas en desarrollo. Estos hallazgos son
similares a los encontrados en el cerebro y la retina. Con
este estudio se corrobora el efecto dafiino de la hiperoxia
postnatal para las neuronas del cerebelo de un prematuro

en los primeros dias de vida.
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