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RESUMEN

Este trabajo estuvo encaminado a generar un modelo in vitro que permita estudiar y
comprender el fenébmeno de la regeneracion del sistema nervioso central a una lesion
mecanica,

Se empled al acocil (Procambarus clarkii) como sujeto experimental, debido a que:

a) La supervivencia de las cadenas ganglionares in vitro se extiende por mas de 7
dias.

b) Existe suficiente informacién de la anatomia y fisiologia de las raices tonico motoras
de la cadena ganglionar ventral abdominal para poder estudiar la recuperacion de
la conductividad nerviosa tras la lesion del tejido conectivo interganglionar.

c) Se puede disecar la totalidad del sistema nervioso con facilidad.

Se comparo la recuperacion a una lesién en presencia y en ausencia del factor de
crecimiento nervioso (NGF') y se pudo comprobar que en los casos en los que la vaina no
impidi6 el paso de los axones a través de lesion tuvo un efecto favorable en la
recuperacion de las lesiones.

Se establecieron métodos reproducibles de estimulacidon y registro eléctrico que
permitieron la evaluacion del efecto de la lesion en el tejido nervioso sobre la transmision
de potenciales de accidon, se presentan y discuten los resultados que muestran su
recuperacion.

Se empled la técnica histoldgica tricrobmica de Masson para determinar los cambios
estructurales producidos por la lesién y la posterior evolucion del fendmeno regenerativo.

Determinamos la presencia de receptores de alta afinidad a neurotrofinas tipo A

(TRK-A) en tejido nervioso del acocil.

! Del inglés “nerve growth factor”

v
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

El tema de la regeneracion nerviosa ha atraido la atencion de numerosos
investigadores quienes lo han abordado desde diversos puntos de vista y con distintos
objetivos, siendo comun el uso de distintas herramientas metodolégicas que van desde el
andlisis de la conducta hasta la aplicacion de técnicas de biologia molecular.

El empleo de diversas especies, -como las sanguijuelas (Acklin S E & Nicholls J G,
1990) o el hombre (Guest D et al., 1997)-, como sujetos de estudio durante distintas etapas
de su desarrollo ontogénico, pone de manifiesto el interés que se tiene en el tema. Pese a
ello y a que los procesos de regeneracion y degeneracion se han estudiado desde hace
cerca de 100 afios (Ramon y Cajal, S. 1914), existen alun buen numero de objetivos y
preguntas, (algunos de ellos planteados desde entonces) por resolver, |0 que pone en
evidencia lo complejo de estos procesos. Quiza el ejemplo mas claro y primigenio de lo
anterior es el anhelo de lograr que las personas se reestablezcan de alguna discapacidad
producida por la lesién o una enfermedad neurodegenerativa del sistema nervioso central,
mediante el empleo de alguna cura, la cual supone casi forzosamente la regeneracion
nerviosa.

Un punto basico, planteado recientemente y que permanece adn sin respuesta es el
mecanismo por el cual las neuronas reconectan o no con las mismas células o grupos de
células que eran su blanco antes de la lesion.

También es de interés establecer por ejemplo, si la especificidad de la reconexion
depende de la presencia de factores como las neurotrofinas y sus receptores o si, todos
los animales que poseen sistema nervioso tienen factores como las neurotrofinas y sus
receptores que hagan permisiva la regeneracion nerviosa.

Quedan como dudas de gran significado pragmatico las siguientes: ¢se puede

manipular la reconexion a fin de permitir el restablecimiento de las funciones pérdidas?,

1

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

¢,como cambian los circuitos neuronales centrales como consecuencia de la degeneracion
de algunas fibras o la reconexion de otras a diferentes blancos a los originales?, ¢como se
ve afectada la inhibicién presinaptica a consecuencia de ambos procesos?, ¢ por qué las
fibras motoras muestran grandes diferencias en los tiempos requeridos para degenerar y
regenerar comparativamente con las sensoriales, tanto en los vertebrados como en los
invertebrados?, ¢ por qué las lesiones periféricas pueden producir dolor crénico?, ¢ por qué
en algunos animales regenera el sistema nervioso central y en otros no?, ¢qué funcion
desempenfian los factores de crecimiento nervioso y sus receptores en los invertebrados?.
Estas y muchas otras preguntas son relevantes y, a la fecha ninguna de ellas parece tener

respuestas simples.
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ANTECEDENTES

I. 1.- BREVE HISTORIA DEL ESTUDIO DE LA REGENERACION NERVIOSA

Enseguida se esbozaran los puntos histéricos méas fundamentales sobre el estudio
del fenébmeno de la regeneracion nerviosa:

Los primeros trabajos sobre el tema de la regeneracion neural principian durante la
segunda mitad del siglo XVIII y fueron hechos por Felice de Fontana, quién no pudo
interpretar correctamente todas sus observaciones debido a la carencia de técnicas
capaces de aclarar con mas detalle el fendmeno (Gorio A. y col., 1993).

A principios del siglo XX el tema es retomado por Ramoén y Cajal (Ramén y Cajal S.
1914, Gorio A. y col., 1993), asi como por su alumno J. F. Tello (Gorio A. y col., 1993),
guienes con las técnicas de su época empezaron a interpretar e inferir los mecanismos de
la regeneracién nerviosa.

En 1914 Santiago Ramoén y Cajal menciona como una meta muy ambiciosa
mencionar todo lo que se conocia en su época del fendbmeno de regeneracion y
degeneracion nerviosa. Ademas, reconoce en el trabajo de Tello uno de los mas
importantes.

Tello demostré que durante la regeneracion, los axones forman ramas que se
alargan, atraviesan el sitio de lesion y penetran el mufién distal hasta el 6rgano
desnervado. Sugirié la existencia de sustancias liberadas por el tejido blanco desnervado
que dirigirian los axones guiandolos a través del sitio de lesion, lo que ha resultado cierto.

Ramon y Cajal por su parte sugirio que la lesién de un nervio produce la pérdida del
aporte trofico proveniente del soma neuronal hacia el mufién distal lo que produce su
degeneracion, lo que ha resultado cierto en los nervios de los vertebrados (Robbins S. L
1975), pero no de todos los invertebrados (Bittner 1973; Bittner y col., 1974, 1980, 1981,
1991).
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Con el advenimiento del cultivo de tejidos, ideado por Harrison, y el descubrimiento
del factor de crecimiento nervioso (NGF)" hecho por Rita Levi Montalcini a mediados del
siglo pasado (Gorio A. y col., 1993; Levi-Montalcini R., 1987) se fortalecio la interpretacion
realizada por Tello.

Durante la mitad del siglo XX hubo un fuerte avance tecnolégico que impulsé el
conocimiento humano de manera general. ElI microscopio electrénico y el
perfeccionamiento de la electronica que permitié realizar nuevos tipos de registros
electrofisiolégicos, son solo dos de los muchos ejemplos que se pueden mencionar y que
han dado como resultado el apoyo sélido a algunas de las controversias cientificas como
la teoria neuronal apoyada por Ramon y Cajal. Favoreciendo, por otro lado, el surgimiento
de nuevas propuestas que marcaron un cambio en la manera de concebir el sistema
nervioso central. Un ejemplo importante de esto ultimo, fue el descubrimiento de la
inhibicion presinaptica propuesta por Frank y Fourtes (1957) ya que de ella y de los
trabajos del grupo de Pablo Rudomin, (Rudomin, 1995), se puede inferir que a diferencia
de lo que se pensaba desde la época de Ramén y Cajal en 1914, las rutas por las que
fluye el impulso sensorial no son rigidas y que potencialmente una lesion nerviosa no sélo
produce cambios en los mufiones, sino que la neurona cambia sus interacciones en las
regiones centrales. Estos cambios plasticos se han propuesto como adaptativos. En este
punto, no es dificil imaginar que al restituirse la comunicacién nerviosa los cambios
producidos por la lesion sean reversibles.

Otro descubrimiento importante, se refiere a que tras una lesion, los factores
neurotroficos no s6lo actian guiando el crecimiento de las neuritas provenientes de las
yemas del mufidn nervioso proximal, sino que son indispensables para el funcionamiento
normal de las neuronas y que en su ausencia se altera la velocidad de conduccion
nerviosa (Mendell y col., 2001). Existen evidencias que indican que estos factores también
podrian determinar la forma y la ubicacion de las sinapsis nerviosas centrales, lo que las

haria responsables de las modificaciones plasticas a nivel central.

! Del inglés “nerve growth factor”
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Hay en la actualidad gran nimero de trabajos acerca de la regeneracion nerviosa
encaminados tanto al conocimiento mismo del proceso de regeneracion como a su posible
aplicacion clinica. Algunos de los modelos de estudio preferidos son el injerto de tejidos (el
auto injerto Ostrosky Solis F. y col., 1988; el aloinjerto Hirji R. et al., 2000), la lesién de un
sitio especifico del sistema nervioso central, 0 una combinacién en la que al tejido dafiado
se le injerta tejido homo tépico o hetero topico que cominmente es fetal (Iwashita et al.,
1994) y se acompafia de la aplicacién de un factor neurotréfico (Levi-Montalcini R., 1987).
Entre los trabajos con injertos que han destacado en la medicina estan los realizados en
pacientes afectados por la enfermedad de Parkinson (Drucker Colin R. y col., 1988) y en la
investigacion basica, los realizados para recuperar la funcion de la médula espinal de ratas
adultas (lwashita y col., 1994) desgraciadamente este Ultimo no ha sido reproducido por
otros laboratorios hasta ahora. También hay modelos de regeneracion in vitro, en donde se
lesiona el tejido nervioso y se observa la regeneracion axonal bajo condiciones
controladas (Chiquet M y Nicholls J. G., 1987), de diversos factores como iones de Ca*
(Mattson M. P. y Kater S. B., 1987), factores de crecimiento (Barde Y. A., 1989),
interacciones celulares (Berkelaar M et al., 1994), la matriz extracelular (Fernandez de
Miguel F 1997), campos eléctricos (Shen, N. J. y Wang, S. C., 1999), campos magnéticos
(Macias M. Y. et al., 2000) y temperatura (Marzullo T. C. et al., 2002).

El dltimo gran descubrimiento en el sistema nervioso central adulto de vertebrados
superiores, es gue posee la capacidad de producir nuevas neuronas, (Goldman, S Ay
Nottebohm, F, 1983; Arias Carrion O y col., 2007). Trabajos iniciales fueron realizados
por Joseph Altman (segun Arias Carrion O. y col., 2007), quien marcé células en division
con timidina tritiada y demostré neurogénesis en el bulbo olfatorio y el giro dentado.
Posteriormente, el grupo de Arturo Alvarez Buylla (1988), demostrd la neurogénesis en el
cerebro del canario, fenébmeno que se vincul6 con el aprendizaje del canto.

Se ha propuesto la existencia de las células nerviosas que se originan de novo en el I[6bulo
olfatorio de roedores (Seri B et al, 2001) sufren una compleja migracion a través del

cerebro.
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Por dltimo se ha propuesto la metaplasia de las células gliales a neuronas, un
fendbmeno que ha despertado el interés de algunos investigadores en emplear esta

capacidad en el tratamiento de algunas afecciones del sistema nervioso.
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I. 2.- CONCEPTO DE REGENERACION Y DEGENERACION NERVIOSA

Cualquier tejido sano que sufra una lesién suele mostrar cierto grado de
desorganizacion, a la que puede seguir, entre otras posibilidades, la muerte de la region
daflada y su sustitucion por tejido conectivo cicatricial, proceso llamado cicatrizacion.
También es posible asociar la reparacion del dafio tisular con la reaparicion de células de
la misma estirpe a la que pertenecen las células dafiadas. En este Ultimo caso se habla de
regeneracion proceso que asegura la restitucion parcial o total de la funcién pérdida
después de la lesion.

Factores como: especie, edad del individuo, estado nutricional o temperatura
determinan que regenere un tejido, asi como el grado y la velocidad de la recuperacion
funcional, a ellos habria que afiadir, como determinante, el tipo de tejido dafiado, ya que es
un hecho bien establecido que existe una relacion inversa entre el grado de diferenciacion
celular y la capacidad de recuperacion que se tenga ante alguna lesion. El tejido nervioso
por su alta especializaciéon y sus complejas relaciones posee una muy baja capacidad de
regeneracion.

La baja capacidad de regeneracién del tejido nervioso se manifiesta, por ejemplo,
en la imposibilidad de que se formen nuevas neuronas que sustituyan la pérdida de
algunas otras. Este hecho ha sido sustentado por gran ndmero de observaciones en
diversas especies de vertebrados e invertebrados, algunas de las cuales datan de hace
muchos afios y aunque -como ya mencionamos- recientemente se ha encontrado
metaplasia en ciertas células gliales que son capaces de diferenciarse en neuronas (Seri B
et al., 2001), su valor en el proceso regenerativo aln no esta establecido. De este mismo
tipo de observaciones se desprende otro hecho importante y es que normalmente
cualquier porcién de una neurona separada de su soma muere en el término de pocos dias
y en ocasiones es reemplazada por un nuevo proceso nervioso que puede originarse a
partir de la parte nucleada de la neurona lesionada, segun se describe en la teoria

neuronal elaborada por Ramén y Cajal (Gorio, A. y col. 1993), o bien, por una neurita
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proveniente de la ramificacion de una neurona intacta. Asi, de manera general se puede
considerar que a la seccion de un axdn se acompara un proceso de destruccion del cabo
distal (la porcion del axén separada del nudcleo), con la consecuente pérdida de
comunicacion de la neurona con su célula blanco. A este hecho suele seguir la formacion,
en el cabo proximal (la porcion del axén unida al soma neuronal) de nuevas terminaciones
nerviosas que con frecuencia permiten el restablecimiento de la comunicaciéon entre el
tejido nervioso lesionado y el 6rgano blanco. Por ello, cuando en el siglo XX se hablaba de
regeneracion neuronal o nerviosa se aludia en realidad a la regeneracion axonal, que
concluye con la formacién de sinapsis funcionales, pero no a la hiperplasia de neuronas o
metaplasia de células troncales que remplazando a las células muertas o lesionadas
fueren capaces de desarrollar conexiones adecuadas con el blanco desnervado. En
resumen, se puede definir a la regeneracion nerviosa como el proceso curativo de una
lesion, por medio del cudl se restablece la comunicacién nerviosa interrumpida entre una
neuronay su blanco, lo que permite restaurar la funcion pérdida.

La degeneracién nerviosa se asocia a su vez con la pérdida de la funcién debido a
la desorganizacion y retraccion del tejido nervioso lo que no implica, necesariamente, una
lesion traumatica. Como una regla, si se lesiona el nervio, entonces, ocurrira una serie de
cambios estructurales degenerativos enmarcados dentro de un orden temporal lo que
segun la gravedad de la lesién, conducira o no, a la necrosis del tejido.

Cuando un axén es seccionado, obviamente se presentan dos cabos: el proximal
gue se encuentra unido al resto de la neurona y el distal que se encuentra separado de la
neurona. Se sabe que la degeneracioén es diferente en cada uno de ellos.

A partir de una lesién en el cabo proximal, el soma muestra modificaciones visibles
en un plazo de 24 a 48 horas: hay una ligera tumefaccion y en el area peri nuclear la
sustancia de Nissl comienza a disgregarse. Con el tiempo, aumenta la tumefaccion, la
célula pierde todos los angulos que haya tenido, la sustancia de Nissl experimenta
disgregacion periférica progresiva y el nucleo se desplaza a la periferia de la célula. Este
fendmeno alcanza su maximo en 12 dias y para esta etapa el citoplasma presenta aspecto

de vidrio despulido, excepto en la periferia misma, donde quedan pocos granulos de Nissl.
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Si el cilindro eje dafiado regenera, el cuerpo de la célula recupera su aspecto normal, sin
embargo, eventualmente la célula es incapaz de recuperarse, experimenta degeneracion y
desaparece por completo.

La degeneracién Walleriana o secundaria es el fendbmeno por virtud del cual el
mufién distal de un nervio periférico seccionado experimenta disolucion y resorcion, lo que
se refleja en el tronco nervioso y sus arborizaciones terminales. El cilindroeje se torna
tumefacto, deformado y fragmentado antes de desaparecer. La vaina de mielina comienza
a degenerar poco después de comenzar el proceso en el cilindroeje, y se disgrega en
glébulos que son ingeridos por los macrofagos que aparecen después de varios dias. Los
macréfagos permanecen con los restos grasos en su interior durante varias semanas
(Robbins S L, 1975).

I.2. 1. RAMIFICACION Y REGENERACION NEURAL

La ramificaciéon nerviosa es el fendmeno mediante el cual una neurona es capaz de
producir una o varias prolongaciones neuriticas a partir de una yema que se produce en su
soma o0 bien de alguna rama primaria (Fernandez de Miguel, 1997). Parece ser un
fendbmeno muy generalizado que se presenta a lo largo de toda la vida de los animales y
no solo durante las primeras etapas de desarrollo (Carter D. A. et al., 1994) y precede a los
fendmenos de plasticidad neuronal, formacion sinaptica y regeneracion. Este fenémeno
tiene importancia crucial en los diversos ambitos de competencia del sistema nervioso, ya
que provee a la neurona de un nuevo conducto fisico, una neurita, para el posterior
establecimiento de cualquier tipo de conexion nerviosa. Asi participa en el establecimiento
de rutas de conduccién nerviosa que son sin lugar a dudas, la base anatémica del
funcionamiento del sistema nervioso; en la facilitacibn para evocar rutas que son
indispensables en los procesos asociados con la conducta y el aprendizaje.

La aparicion de una neurita supone la reorganizacion del citoesqueleto y en
consecuencia la organizaciéon y el movimiento de los elementos constitutivos de la nueva

prolongacion. Esto implica la participacién de por lo menos los mecanismos de transporte
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axonal, de sefializacion, de actividad catalitica mediada por enzimas y de sintesis
proteinica, entre otros, es decir, una constelacion de mecanismos que se han ido
entendiendo poco a poco.

Es comun observar al microscopio, que algunos tipos de células nerviosas
lesionadas desarrollan prolongaciones e inician su crecimiento desde algin mufion
remanente a la axotomia (Fernandez de Miguel et al. 1992). Esto sugiere que parte de la
magquinaria y las sefiales necesarias para iniciar este crecimiento, se encuentran en esos
lugares ya que es ahi donde se inicia el proceso. Sin embargo, este comportamiento no es
obligatorio, y el crecimiento se puede iniciar desde algin punto del soma neuronal. Sin
importar si proviene del soma o del mufién, a esta prolongacion se le conoce como rama
primaria, y suele aparecer en forma de cono, el que recibe el nombre de cono de
crecimiento. La prolongaciéon se puede extender, e incluso emitir una nueva ramificacion
llamada ramificacion secundaria. De acuerdo con el tipo neuronal se puede emitir una o
muchas ramificaciones cuyo crecimiento, por lo menos en cultivo, suele cesar al alcanzar
la talla estereotipica o bien al tocar una célula diana (en cocultivos).

Es probable que sea en las puntas de las nuevas neuritas donde se concentre la
actividad reguladora del crecimiento, ya que éste puede ser inhibido al hacer aquéllas
contacto con ciertos tipos celulares especificos, o bien, cesar el crecimiento al
establecerse una conexion adecuada con el blanco. Si durante el desarrollo no se
establece una conexion adecuada en un periodo definido, sobreviene la degeneracion de
la prolongacion y la muerte neuronal por apoptosis. El mecanismo de apoptosis puede ser
activado en cualquier momento durante toda la vida de algunas células nerviosas y es
comunmente disparado por la pérdida de la célula blanco, lo que imposibilita la
recuperacion funcional en ciertos tipos de lesion.

Los microtUbulos, los microfilamentos y los filamentos intermedios son elementos
citoesqueleto relacionados con el crecimiento de una neurita. No siempre estan todos
presentes en todas las células capaces de producir ramificaciones, sin embargo, siempre
hay alguno de ellos en todas ellas. Se ha propuesto que estos elementos cito esqueléticos,

se ensamblan y desensamblan segun las necesidades especificas de cada célula nerviosa
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en expansion y se han considerado que son el soporte estructural en el que crece la
neurita (Seshan K. R. y Bittner G. D., 1987).

Si una neurona es lesionada y pierde sus procesos, queda un pequefio mufién, lo
gue produce un cambio evidente de la forma original. Como cada neurona tiene una forma
tipica, el proceso de ramificacion y no solo el proceso de crecimiento suele ser el
responsable de que la neurona regrese a un estado similar al que se encontraba antes de

la lesion (Fernandez de Migue F., 1997)I.

I. 2. 2. PLASTICIDAD NEURONAL: SIMILITUDES CON LA
REGENERACION NERVIOSA

La plasticidad neuronal es la capacidad que tiene el sistema nervioso central de
adaptarse a las exigencias propias de su funcion con la generacion de nuevas conexiones
nerviosas que faciliten o inhiban vias especificas (Mendell L. M y col., 2001). Estas vias,
pueden por ejemplo, ser las responsables de permitir el establecimiento de un recuerdo.
Una diferencia con la regeneracién nerviosa es que los estimulos que la desencadenan
son diferentes y se presenta de manera relativamente espontanea. Comparten el hecho de
gue ambas establecen conexiones adecuadas y funcionales, lo que nos hace pensar en la
importancia de un estudio comparativo entre ambos fendmenos. Sin embargo, una revision

de esta indole escapa a los objetivos inmediatos de esta tesis.
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. 3.- FACTORES QUE AFECTAN LA REGENERACION NERVIOSA

La regeneracién nerviosa puede ser facilitada o inhibida por dos conjuntos
generales de factores que por su origen son: intrinsecos o extrinsecos a la célula nerviosa.
Se entendera por factor intrinseco todo aquel que sea propio a la neurona misma y por
factor extrinseco todo aquel que afectando el proceso regenerativo dependa de otras
fuentes ajenas a la neurona. Ambos conjuntos pueden interaccionar y su composicion es
compleja, es decir, dependiente de multiples factores y en ocasiones resulta dificil su

separacion estricta. En seguida se mencionaran algunos de los mas importantes.

l.3.1.- ESPECIE

Desde la década de 1950, gracias a los trabajos de Sperry se sabe que las
neuronas de sistema nervioso central de peces y anfibios pueden regenerar sus axones
después de una axotomia, a diferencia de las neuronas del SNC de mamiferos que
comunmente mueren por apoptosis (Matsukawa T., et al 2004). También se ha
establecido, en general, que los invertebrados conservan en sus neuronas centrales cierta
capacidad regenerativa y aunque poseen una relativa similitud estructural entre los
diferentes phyla, existen diferencias en dicha capacidad, por ejemplo: crustaceos y
anélidos (Bittner G D y col 1974 vs. Chiquet M., y Nicholls J. G., 1987, respectivamente).
Por lo tanto, existe una clara diferencia en el poder de regeneracién que exhiben los
diversos sistemas nerviosos centrales dependiendo de la especie animal de la que se
trate. Los motivos por la cuales esto ocurre no se han esclarecido, pero creemos que es
importante determinar cuales son intrinsecos y extrinsecos a la neurona, porgue todos los
extrinsecos podria permitir, por ejemplo, el planteamiento de propuestas terapéuticas
aplicables para humanos. Nosotros pensamos que uno de los multiples motivos que
afectan la capacidad regenerativa, es la diferencia en la complejidad estructural y las

relaciones intercelulares que guardan las neuronas en los diferentes grupos animales. Por
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ejemplo, si se aplasta la médula espinal de un mamifero y comparamos lo que ocurre con
una lesién equivalente en el tejido conectivo de la cadena ganglionar del acocil (crustaceo)
observaremos -a priori- que: debido a la organizacion anatomica de cada uno de los
sistemas, en el mamifero, millones de somas de inter neuronas seran lesionados adn en
unos cuantos milimetros, asi como todo tipo de neuritas, y debido a las interdependencias
tropicas neuronales, no importando la ubicacién de la lesibn muchas neuronas moriran ain
a grandes distancias de dicho lugar y sera imposible su reemplazo, mientras que en el
caso del acocil, si la lesién ocurre en el conectivo nervioso solo seran lesionados un
elevado numero de axones pero ningun soma neuronal serd aplastado o cortado y
seguramente sobreviviran permitiendo la regeneracion de los axones lesionados.

Es importante recalcar que las diferencias en la capacidad de regeneracion entre
las diferentes especies, si bien, es intrinseca a la especie, no necesariamente lo es para la
condicion de la neurona lesionada, por ejemplo, se sabe que la seccion del nervio optico
en mamiferos no sana, en buena mediada porque existen factores inhibidores en el
sistema nervioso que evitan que la neurona presente gemaciones y elongacion de un
nuevo axon, lo que queda demostrado al poner en contacto a las neuronas lesionadas con
un medio permisivo para el crecimiento, como sucede cuando se injerta un pedazo de
nervio periférico, en cuyo caso se desarrolla un nuevo axon. Las células ganglionares de la
retina emplean el injerto como un puente entre ellas y su blanco (Matsukawa T et al 2004),
sin embargo, este grado de regeneracién no se compara en calidad con la que ocurre en
el Carassius auratus (pez japonés o pez dorado) y el Pseudotropheus zebra (pez cebra),
gue sin mayores maniobras recuperan la vista por completo después de un periodo de
“convalecencia” de varios meses (Matsukawa y col., 2004). Otro aspecto importante y
diferencial que parece han omitido los principales investigadores de este fenémeno, es el
hecho de que el cerebro de los mamiferos, incluso el de la rata es mucho mayor al de la
carpa y cientos o miles de veces mas grade que el del pez cebra, esto hace que en los
mamiferos el tectum cerebral, que potencialmente libera factores de guia y promocién del
crecimiento, esté demasiado alejado para lograr tener un efecto tréfico o quimiotactico

capaz de guiar los nuevos axones.
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I. 3. 2.- EDAD DEL INDIVIDUO

¢ Existe el envejecimiento neuronal, es decir, una neurona en particular, envejece?

Investigamos en la literatura la presencia de factores intrinsecos a la neurona y que
hubieran sido considerados como marcadores del envejecimiento, asi como estudios
comparativos sobre algun tipo determinado de neurona en los que en condiciones de
cultivo se comparara la capacidad regenerativa de las células obtenidas de un individuo
joven y de un adulto, y no encontramos una respuesta a la pregunta planteada (ver Jiang
ZG, et al., 1995, Koistinaho J et al 1991) por lo que este punto queda abierto a la
investigacion experimental mas extensa. A manera de hipétesis, planteamos, entonces que
al igual que las diferencias entre especies, las diferencias en el proceso desarrollo-
envejecimiento estan connotadas en el microambiente de la célula diferenciada, es decir, a
las caracteristicas del medio que rodea a una neurona, mas que a la pérdida de sus
capacidades fisioldgicas, -incluyendo la regenerativa-, por causas del envejecimiento. En
apoyo a esta idea encontramos el trabajo de Fukuda J. (1985) quién mantuvo en cultivo
células ganglionares disociadas obtenidas de las raices dorsales de ratones ancianos (98 -
99 semanas) y adultos (4-8 semanas) y encontr6 menor capacidad de supervivencia,
acelerada cinética de la reduccion somatica y menor tamafio de las células provenientes
de animales ancianos, aun cuando, las propiedades fisioldgicas (potenciales de reposo y
de accidn), asi como el régimen de crecimiento de las neuritas fueron iguales en ambos
grupos.

Las neuronas que se localizan en el epitelio olfativo (NO) son las responsables de
la deteccion de las moléculas olorosas. Una caracteristica distintiva de este tipo celular es
gue continuamente son reemplazadas durante el transcurso de la vida. Esto es posible
gracias a la proliferacion y la diferenciacion local de precursores neuronales llamados
células basales. La destrucciéon experimental de todas las NO induce la divisiéon de las
células basales estimulando la regeneracién. Sin embargo, la proliferacion de las células

basales y en consecuencia de las NO disminuye en funcién de la edad. Debido a ello si
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durante algunos dias mediante bafio intranasal se administra ZnSO, a ratones jovenes (1
mes) y adultos (6 meses), se produce una destruccion total de las NO lo que les produce
una hipoosmia (deficiencia en la olfaccion). En ambos grupos de ratones la recuperacion
del tejido y su funcion ocurre después de algunas semanas y se ve precedida de un pico
transitorio de division celular. Aun cuando la neurogénesis en el epitelio olfativo adulto es
menos eficiente que en el juvenil, los precursores neuronales de los organismos viejos
mantienen su habilidad para proveer de nuevas NO funcionales capaces de restaurar el
olfato (Ducray A et al 2002).

I. 3. 3.- TIPO DE TEJIDO NEURONAL

Originalmente el trabajo de Felice de Fontana en el siglo XVIII (Gorio y col. 1993),
mostrd, entre otras cosas, que la pérdida de la continuidad por seccion del nervio
hipogloso del conejo, se reestablecia al cabo de algunas semanas y que el nervio sanaba
por completo, lo que era evidente al ser inspeccionado mediante microcirugia. Asi quedoé
establecido que el sistema nervioso periférico es capaz de recuperar su aspecto y
funcionalidad. Errbneamente el autor atribuyé a la reproduccién del tejido nervioso
lesionado la responsabilidad de dicha recuperacién. Es probable que debido a ello, a este
fendmeno se le haya nombrado “regeneracion nerviosa”. Por otra parte a finales del siglo
XIX y principios del XX ya habia sido establecido que las lesiones en la médula espinal y
otras regiones superiores no sanaban nunca (Ramon y Cajal, S. 1914). Asi, desde hace
mas de un siglo se sabe que, en general, los nervios del sistema nervioso periférico (SNP)
regeneran mientras que los tractos del sistema nervioso central (SNC) no lo hacen en la
misma proporcion.

Las razones por las cuales existen diferencias en la capacidad regenerativa del
SNP y del SNC, son multiples y son estudiadas extensamente. Uno de los puntos en los
gue mas énfasis se ha puesto se refiere a las diferencias entre los conjuntos celulares

responsables del soporte neuronal.
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El SNC posee tres tipos de células de soporte: astrocitos, oligodendrocitos y
microglia. Los astrocitos y los oligodendrocitos también reciben la denominaciéon de
macroglia y se derivan, al igual que las neuronas, del tubo neural. La microglia fue
considerada desde 1928 por Rio Hortega de origen mesodérmico (Vellis, de J. 1993). A
estas células se les considera macréfagos y constituyen del 5 al 10% de todas las células
del SNC.

El SNP posee dos tipos de células de soporte: las células satélites y las células de
Schwann, derivadas de las crestas neurales y del neuroectodermo. Las células satélites
rodean el pericarién neuronal y las células de Schwann envuelven sus axones. EI SNP
posee una pequefa cantidad de macréfagos que se incrementa fuertemente después de
algunos tipos de lesion.

Los oligodendrocitos expresan proteina basica de mielina (MBP, del inglés myelin
basic protein), glicoproteina asociada a mielina (MAG, del inglés myelin associated
glycoprotein), fosfohidrolasa de nucledtidos ciclicos (CNP del inglés cyclic nucleotide
phosphohydrolase) y proteina protcolipida (PLP del inglés proteolipid protein). Producen
también transferrina, una glicoproteina transportadora de hierro. Durante una lesién estas
sustancias impiden la regeneracion nerviosa. La liberacion al medio extracelular de hierro
libre proveniente de la transferrina de los oligodendrocitos resulta sumamente toxica para
las neuronas ya gque se producen radicales libres (Vellis, de J. 1993).

Los astrocitos poseen bucles muy largos de filamentos intermedios construidos de
una proteina especifica, la GFAP. La expresion de GFAP se incrementa cuando existe una
lesion sobre el sistema nervioso central produciendo la hipertrofia celular fenémeno
conocido como gliosis reactiva; la gliosis guarda relacion con la cicatrizacion; a su las
sustancias presentes en la cicatrizacion impiden el avance de los axones regenerados a
través de ellas. Los astrocitos permanecen con su ciclo celular detenido, hasta que un
trauma o un desorden neurolégico dispara su proliferacion en el tejido adulto.

La microglia se activa por una lesion y se vuelve prolifera y fagocitica. Actia como
presentadora de antigenos a monocitos que invaden el tejido cerebral cuando la barrera

hematoencefalica se rompe en algun punto (Vellis, de J. 1993).
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En la lesion del SNP, los axones crecen a través del tubo endoneural que
permanece como un remanente secundario después de una lesion en la region distal. Esto
es una diferencia importante con respecto al SNC, ya que éste no tiene esta caracteristica.
Se sugiere que la preservacion del tubo endoneural guarda una estrecha relacion con la
organizacion histoldgica entre el axén y las células de Schwann.

Las células de Schwann producen factores neurotroficos como el NGF, moléculas
de adhesion, e interactian con los macréfagos después de una lesion. La infiltracion de
macrofagos en el tejido nervioso lesionado permite la remocion de restos de mielina, la que
de otra manera impediria la regeneracion nerviosa, mientras que la secrecion de factores
tréficos mantiene y promueve el crecimiento del muiidn nervioso proximal.

Con lo anterior se podria pensar que solamente el micro ambiente es el
responsable de la forma y calidad en que regeneran los axones, sin embargo, nada es
mas alejado de la realidad. Por ejemplo, es posible aislar y cultivar tipos diferentes de
células provenientes de los ganglios ventrales de la sanguijuela, se han cocultivado
células de Retzius y células tipo pagoda, se ha observado que ambos tipos de células
tienden a conservar la forma y el funcionamiento que poseian cuando se encontraban in
situ. Las diferencias son evidentes en la forma y en las arborescencias, lo que permite
identificarlas facilmente aun después de pequefios periodos de cocultivo (Fernandez de
Miguel F et al., 1997). En nuestro laboratorio hemos realizado observaciones equivalentes,
en disgregados celulares provenientes de los ganglios ventrales abdominales del acocil
Procambarus clarkii y hemos observado que las neuronas aisladas cultivadas en medios
definidos exhiben diversos patrones de arborizacion neuritica que parecen estar
vinculados con el tamafio y la forma del soma neuronal (datos no publicados).

Otro ejemplo de como los diferentes tipos de tejido nervioso estan implicados en la
degeneracion y regeneracion nerviosas se expone en seguida. En ratas adultas, la seccion
de un nervio Optico y su reemplazo por un injerto de nervio periférico autélogo (nervio del
peroné) produjo la regeneracion de las células ganglionares axotomizadas procedentes de
la retina. Inclusive se encontré que la distancia recorrida por los axones regenerados fue

mayor que la que los provenientes de las células intactas. Algunos de los axones
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abandonan el injerto y penetran el sistema nervioso central en donde algunas de sus
ramificaciones son capaces de formar nuevas sinapsis (Vidal-Sanz M y col., 1987). En
cricetos en los que se hizo una maniobra equivalente a la anterior se observé algo similar
a lo que ocurre en rata. En este estudio que tuvo por objeto explorar tiempos mayores de
recuperacion, se encontré6 que los axones de las células ganglionares de la retina
mantienen su capacidad de crecimiento hasta por meses y que la restitucion de las
conexiones conserva en buena medida la organizacion ultraestructural normal. Lo que
indica que las reconexiones no son al azar y sugiere la existencia de interacciones locales

implicadas en el reconocimiento de los blancos adecuados (Carter D. A. y col., 1994)

I.3. 4. NEUROTROFINAS Y SUS RECEPTORES

Las neurotrofinas son factores de crecimiento que estan profusamente presentes en
el desarrollo; desempefian un papel crucial en la maduracion y el mantenimiento del
sistema nervioso central. Se sabe que favorecen la subsistencia de las neuronas, tanto in
vivo como in vitro (Segal, R. A. y col. 1992). Son proteinas pequefias y basicas, con
acciones en grupos diversos de neuronas centrales o periféricas (Barde, Y. A. 1989).
Hasta el momento se sabe que una familia de genes codifica para las siguientes
neurotrofinas: factor de crecimiento nervioso (NGF), factor neurotrofico derivado del
cerebro (BDNF), neurotrofina-3 (NT-3), neurotrofina-4 (NT-4) y neurotrofina 5 (N-
5)(Ebendal, T. 1992). Sin embargo, no todas las neurotrofinas pertenecen a la misma
familia de genes (Kuffler, D. P. 1994).

Las neurotrofinas son producidas de manera limitada por los tejidos diana.
Participan en la inervacion de estos tejidos y tienen importancia en los sistemas nerviosos
de los organismos adultos ya que se relacionan con la subsistencia de diversos tipos
neuronales (Ebendal, T. 1992). Es evidente, sin embargo, que el desarrollo de conexiones
neuronales adecuadas requiere de muchos otros factores ademas de las neurotrofinas
(Kuffler, D. P. 1994).
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El establecimiento de un sistema nervioso funcional requiere de la subsistencia,
maduracion y diferenciacion de un gran numero de poblaciones neuronales asi como del
crecimiento de gran numero de procesos nerviosos. Durante el desarrollo del sistema
nervioso abunda la formacién de estos ultimos y cuando el SNC alcanza su maximo grado
de maduracién se desencadenan mecanismos inhibitorios de la formacion de tales
procesos en los que también participan las neurotrofinas (Kuffler, D. P. 1994). El
funcionamiento de las neurotrofinas a lo largo del desarrollo se puede separar en forma
artificial en diversos tipos: a) temporal, es decir, que hay épocas en las que la accion de
una neurotrofina es mayor para un determinado tipo neuronal que en otras; b) coordinada,
lo que significa que dos o mas neurotrofinas pueden actuar en forma sinérgica y c)
secuencial, ya que hay ocasiones en las que a la acciéon de una neurotrofina sigue
especificamente la accion de otra. Como ejemplo podemos decir que durante la
diferenciacion, las primeras células granulares de la lamina germinal externa responden al
factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF). Una vez que estas células alcanzan cierto
grado de madurez responden a la neurotrofina-3 (NT-3) (Segal, R. A. y col., 1992). d) Una
sola neurotrofina puede actuar sobre diferentes poblaciones (divergencia). €) Muchas
neurotrofinas actdan sobre la misma poblacion neuronal (convergencia) (Kuffler, D. P.
1994).

La degeneracion neural que presentan algunos vertebrados después de la lesiéon
de sus axones puede ser reducida y pospuesta por un tiempo mediante la aportacion de
factores neurotroficos. Este hecho apoya la teoria -sostenida de manera implicita por
investigadores como Aguayo-, que supone que la interrupcion en el aporte tréfico es la
causa de la degeneraciéon neural (Berkelaar, M. y col., 1994, Carter, D. A. y col., 1994,
Cohen, A. y col., 1994, Mansour-Robaey, S. y col., 1994). En los mamiferos, se tiene el
antecedente de que las neurotrofinas, no sélo actian como sustancias de soporte tréfico
sino también son factores coadyuvantes de la regeneracion neural (Bermudez-Rattoni, F. y
Escobar, M. L. 1994).

Por otro lado, por la importancia del descubrimiento del factor de crecimiento

nervioso (NGF, por su siglas en inglés) vale la pena detallar un poco mas su historia: Rita

19

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

Levi, fue invitada por Victor Hamburger a la Universidad de Washington -San Louis-, para
analizar los resultados obtenidos por su estudiante de doctorado E. Bueker, que sugerian
la presencia de un factor soluble capaz de promover el crecimiento neuronal (Levi-
Montalcini R. 2000).

Levi regresa al Laboratorio de Giuseppe Levi en Turin —ltalia- y continda con el
estudio de ese factor, para después trasladarse a Rio de Janeiro —Brasil- al Instituto de
Biofisica, (entonces dirigido por Carlos Chagas), con su amiga Hertha Meyer del
laboratorio de cultivo de tejidos. Ahi determina la naturaleza soluble y la presencia de ese
factor. Por el descubrimiento del NGF, Rita Levi Montalcini comparte el Premio Nobel de
Fisiologia y Medicina con Stanley Cohen en 1986.

El factor de crecimiento neuronal (NGF) es el prototipo de la neurotrofina ya que
proviene del tejido blanco y funciona como un factor de subsistencia tanto para neuronas
periféricas como centrales (Segal, R. A. y col., 1992). De hecho, la sobrevivencia de los
ganglios simpaticos y sensoriales en cultivo de tejidos dependen de la presencia de NGF y
la respuesta a este factor conforma un patron tan caracteristico que se emplea como
bioensayo para detectar la presencia de la neurotrofina (Server, C. A. y Shooter, E. M.
1977)

El NGF es la neurotrofina mejor conocida; es una proteina con 118 aminoacidos
cuya estructura ha sido aclarada mediante datos cristalograficos (Ebendal, T. 1992).

Su peso molecular es de, aproximadamente, 140 KDa (Varon, S. y col., 1968). Sin
embargo, existe mas de una forma, y se han purificado una con 30 KDa (Bocchini, V. y
Angeletti, P. U. 1969) y otras dos de 20 y 44 KDa (Varon, S. y col., 1967). Actia sobre
neuronas, promueve el crecimiento neuritico (Levi-Montalcini, R. 1987) y su aplicacion
(intramuscular) prolongada induce hipertrofia e hiperfuncion selectiva de las neuronas
ganglionares simpéticas (Abramchick, G. V. y col., 1988). Se sabe que esta presente en el
cerebro, en donde desempefia funciones neurotroficas en el desarrollo y mantenimiento de

las neuronas colinérgicas de la base del cerebro (Ebendal, T. 1992).

El NGF maduro posee un péptido llamado P3, que es una region sumamente
conservada en la evolucion, idéntica en el pollo, la rata, el raton y el hombre. Debido a que
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los niveles celulares de BNGF son bajos o extremadamente bajos y a que no existen
mecanismos de almacenaje, es muy dificil localizar NGF enddgeno. Sin embargo mediante
el uso de anticuerpos monoclonales o algunos tipos de anticuerpos poli clénales contra el
péptido P3 y mediante el empleo de técnicas inmunohistoquimicas ha sido posible detectar
su union en el citoplasma de muchas neuronas de la formacién hipo campal y la

neocorteza (Sara, V. R. y col. 1990).

El NGF puede promover directamente en las neuronas la formacién de procesos
regenerativos y el crecimiento neuritico (Vazquez, E. y col. 1994, Twiss, J. L. y Shooter, E.
M. 1995). Estos procesos suponen el restablecimiento de la sintesis, empaquetamiento y
salida de material especifico por parte del cabo proximal del axén; el reconocimiento de
este material por parte de las células blanco (Scott, T. B. 1993) y la participacion de otras
células como las de Schwann, hacen posible que el crecimiento neuritico se dirija en forma

especifica a través de un sitio de lesion (Madison, R. D. y Archibald, S. J. 1994).

Es frecuente que las neuronas presenten receptores para NGF, uno de alta afinidad
(TrkA) y otro de baja afinidad (p75; Vazquez, E. y col. 1994). No sdélo las neuronas tienen
receptores a NGF, las células de Schwann, por ejemplo, poseen receptores del tipo p75
(Madison, R. D. y Archibald, S. J. 1994), lo que sugiere que la neurotrofina podria ser un
elemento que participaria en la accién de la glia sobre los procesos de regeneracion y

crecimiento neuriticos.

Los receptores de alta afinidad del NGF tienen una constante de disociacion (Kd)
de 10™M; la Kd de los receptores de baja afinidad es de 10°M (Ebendal, T. 1992). En el
sistema nervioso periférico, la capacidad de respuesta a las neurotrofinas se correlaciona
con la expresion de receptores de alta afinidad y se supone que existe el mismo tipo de

receptores que en el SNC (Cohen-Cory S. y col. 1989).

Se ha identificado un gene que se expresa especificamente durante el desarrollo
del SNC de Drosophila melanogaster, y que codifica para un receptor con actividad tirosina
cinasa (RTK). Los miembros de la familia de receptores de las neurotrofinas tienen

actividad tirosina cinasa y la proteina codificada por este gene (llamado Dror) presenta una
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gran similitud con la codificada por los RTK humanos como el gene Rorl. Rorl fue
originalmente identificado por la similitud entre las bases de su dominio a tirosin cinasa
(TK) con los dominios TK de la familia de los receptores Trk para neurotrofinas. La
proteina Rorl posee un dominio tirosin cinasa esto significaba que el gene Dror codifica
para un receptor de neurotrofina relacionado con el que poseen los vertebrados (Wilson,
C. y col. 1993), lo que llevé a suponer la posibilidad de que otros invertebrados, diferentes
a la Drosophila, pudieran poseer receptores al NGF semejantes a los que se encuentran

en vertebrados.

En 1998, van Kesteren y colaboradores, publicaron haber descubierto una
secuencia de cDNA que correspondia a un posible receptor tipo TRK, en el molusco
Lymnaea stagnalis, por ello, lo denominaron LTRK. De dicha secuencia también dedujeron
cual podria ser la secuencia de aminoacidos y encontraron que era muy similar al TRK C
de mamiferos que no une NGF, sino el factor de crecimiento nervioso NT3. Mediante la
expresion del Ltrk (proteina) por transfecciébn en células COS, determinaron que
efectivamente unia NT3. Esto los condujo a suponer que las secuencias TRK son

altamente conservadas y que provienen de un ancestro comun.

En 1999 se publicé la presencia de proteinas tipo TRK en Eisenia foetida (un
anélido oligoqueto, o sea, una lombriz), por el grupo de Carla Lucini. Encontraron
inmunorreactividad de TRKA, TRKB y TRKC en poblaciones especificas de neuronas y
ademas descubrieron que este tipo de receptores no sélo se encontraban en el sistema
nervioso. Los TRKB y TRKC también se encontraron en epidermis y epitelio bucal

respectivamente. No discuten el sentido de este ultimo descubrimiento.

En 2004 el grupo de Ormond publicé el descubrimiento de un receptor tipo Trk en el
caracol de mar Aplysia al que denominaron ApTrkl., Mostraron que se expresaba en las
neuronas sensoriales en un lugar vinculado con la facilitacion sindptica, y su participacion

en dicho proceso.

El dltimo trabajo que hemos rastreado es el del grupo de Elia Benito (2006), el que

publicé la presencia de un receptor tipo Trk en el anfioxo al que denominaron AmphiTrk.
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Encontraron gue este receptor esta ligado a los TRK de los ancestros de los vertebrados y
gue su estructura genémica sugiere que surgié de un Proto-TRK (gen) antes de que se
produjera la separacion entre los cefalocordados y los vertebrados. Este receptor puede
ser activado por NGF, BDNF, NT3 y NT4, sin embargo es incapaz de activar una via
denominada PLC y de vertebrados. Este receptor se expresa durante la embriogénesis en

los precursores de las neuronas sensoriales.
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CAPITULO 2

1. 1. DESCRIPCION GENERAL DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL DE LOS
CRUSTACEOS

El plano general del sistema nervioso de los crustdceos mas primitivos es muy
parecido a una escalera y se encuentra presente en los anostracos y los claddceros. En
ellos, los ganglios se forman en pares durante la etapa embrionaria, se comunican a través
de la linea media por comisuras transversales y por el conectivo de manera longitudinal.
En la region anterior se fusionaron posiblemente tres ganglios y formaron el cerebro o
ganglio cerebral. ElI cerebro se divide en dos regiones anteriores denominadas
protocerebro y deuterocerebro, se piensa que provienen de estructuras preorales no
segmentadas. La tercera division del cerebro recibe el nombre de tritocerebro y deriva del
primer ganglio post-oral. El cerebro esta situado dorsalmente y esta eslabonado al cordén
nervioso ventral (CNV) por dos conectivos que pasan alrededor del es6fago. En algunos
crustaceos (vgr. Triops=Apus 0 camardon renacuajo), el primer ganglio post-oral no esta
fusionado al cerebro pero permanece como un ganglio comisural. En los decapodos
(acociles y cangrejos) se encuentran aun peguefios ganglios comisurales y forman la
mayor parte del tritocerebro.

El grado de fusion de los ganglios en el cordén ventral es muy variable. En los
decapodos de cuerpo largo como la langosta y el acocil los ganglios se encuentran
fusionados en la linea media pero estan separados longitudinalmente por un par de
conectivos, por lo que cominmente cada segmento puede ser distinguido. En los
decapodos de cuerpo corto, por ejemplo los cangrejos, los ganglios toracicos se
encuentran fusionados en una masa ganglionar simple, cuyos I6bulos corresponden a los
apéndices segmentados. Los ganglios abdominales se encuentran muy reducidos. En los
cangrejos ermitafios (Anomura) se presenta un estado intermedio entre los acociles y los
cangrejos. (Sandeman D.C., 1982a). Existe cierta relacion entre el largo del cuerpo y el
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arreglo del corddn nervioso ventral, pero es importante tener presente que existen

excepciones.

1. 1. 1. SISTEMA NERVIOSO CENTRAL DEL ACOCIL

El sistema nervioso central (SNC) del acocil consiste de un prominente ganglio
cerebral, un ganglio subesofagico, cinco ganglios toracicos y seis ganglios abdominales.

El cerebro o ganglio cerebroide posee numerosos nervios: los medianos anteriores,
el optico, los oculomotores, los antenulares, los antenares, los tegumentarios, el inferior
ventricular y los conectivos. Inmediatamente después del ganglio cerebral se encuentra la
comisura esofagica la cual posee inter neuronas que comunican a dos ganglios
comisurales. A partir del ganglio comisural se establece una unién con el nervio ventricular
inferior proveniente del cerebro para formar el ganglio esofagico que se encuentra situado
medialmente. En esta area se encuentra también el nervio estomatogastrico que une al
ganglio esofagico con el estomatogastrico.

El ganglio subesofagico contiene algunos nervios: el paragnatal, el mandibular, el

maxilar, el maxilipedar, el dorsal y algunas raices menores.
Los ganglios toracicos poseen dos tipos de raices nerviosas llamadas raices menores y
raices mayores. Las raices mayores forman un listdn largo de nervios que parte de cada
ganglio con axones motores y sensoriales hacia las patas, se encuentran divididas en dos
raices pedales; primera y segunda respectivamente. Las raices menores son tres
pequefias raices denominadas A, B, y C que llevan axones motores y sensoriales al
coxopodito y al sistema muscular segmentado del cuerpo, al integumento y al corazén
(Sandeman D.C., 1982a).

Los ganglios abdominales son seis, de los cuales el sexto o ganglio caudal difiere
sustancialmente de los cinco primeros. Posteriores a cada uno de los primeros cinco pares
de ganglios abdominales aparecen, desde la cadena nerviosa ventral (CNV), dos largos
pares de raices nerviosas y un tercer par mas pequefio (Seshan, K. R. y Bittner, G. D.

1987). En el primer par de raices se encuentran axones sensoriales propioceptivos y
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mecanorreceptivos primarios provenientes y dirigidos a las patas natatorias. El segundo
par de raices esta constituido tanto de axones provenientes de mecanorreceptores del
area pleural, como de axones de receptores al estiramiento ubicados en la musculatura
dorsal y los axones de moto neuronas que se dirigen a los correspondientes musculos. El
tercer par de raices esta constituido de motoneuronas dirigidas a los grupos musculares
flexores mas importantes de cada segmento (Sandeman D C 1982a). Por otra parte, esta
subdivido anatémica y funcionalmente en dos nervios, el nervio fasico que consta de 4
fasciculos de 10 axones motores -aunque existen autores que solo consideran un
fasciculo- (Kennedy D y Takeda K. 1965a) y el ténico que consta de 6 axones motores
(Kennedy D y Takeda 1968b). La ubicaciéon de los somas y los axones de las neuronas
fasicas y tonicas ha sido bien establecida. Cinco de los seis axones tdnicos se proyectan
rostralmente y 1 caudalmente. Igualmente 5 son excitadores y 1 es inhibidor.

El sexto ganglio abdominal esta constituido por siete raices, la primeray la segunda
raices son una mezcla de nervios sensoriales y motores, los nervios de la primera estan
vinculados a la musculatura corporal. En particular los axones de la segunda raiz estan
dirigidos a los uropodos. La tercera raiz comunica a los receptores ubicados en la
superficie ventral del telson. La cuarta se relaciona somatotépicamente con nervios
sensoriales de la superficie dorsal del telson. La quinta raiz o nervio motor anal controla la
musculatura de esa zona y la sexta o nervio anal lleva mensajes sensoriales de los
receptores que rodean el ano. Finalmente, la séptima raiz, la Unica no pareada, inerva el
intestino posterior (Sandeman D.C., 1982a).

La cadena ganglionar ventral posee simetria bilateral de la glia y del conectivo
como lo muestran cortes a través de los ganglios abdominales. También es posible
observar que los cuerpos de las células nerviosas se localizan en dos o mas filas entre la
region ventral y la ventrolateral del animal en cada ganglio. El centro de cada ganglio
consiste de tramos de axones y cumulos neuronales donde se producen multiples
interacciones sinapticas. También en los ganglios se distinguen conexiones de secciones

axonales y glia adyacente (Seshan, K. R. y Bittner, G. D. 1987).
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El sistema nervioso central de los acociles postembrionarios y juveniles, se
considera, en general, una réplica en miniatura del que tendrian en la edad adulta
(Seshan, K. R. y Bittner, G. D. 1987, Sandeman, D.C. 1982). En secciones transversales
del conectivo abdominal de animales de 4-16 semanas se observan procesos axonales de
diversos diametros. En la parte dorsal de la cadena nerviosa ventral (CNV) existen dos
pares de axones de gran diametro identificados como axones mediales gigantes (MGAS)
asi como segmentos de axones gigantes laterales (SLAGAS). El didmetro de estos axones,
varia segun el tamafio del acocil, vgr., en animales de 10mm es de 12 a 18 um, mientras
que en los de 50mm alcanzan de 40 a 60 um. La mayor parte del resto de la CNV esta
ocupada por axones de tamafio medio (2-5 um). Existen, ademas, ramilletes de axones
pequeiios (0.1-0.5 um) que se encuentran en las partes lateral y ventral del CNV (Seshan,
K. Ry Bittner, G. D. 1987).

En un corte transversal de la cadena ganglionar ventral de la region abdominal es
facil reconocer dos tipos de axones gigantes llamados axones gigantes mediales y axones
gigantes laterales. Los axones gigantes mediales (MGAS) provienen de cuerpos celulares
presentes en el ganglio supraesofagico, decusan entre éste y el primer ganglio abdominal
(Bittner, G. D. 1973, Bittner, G. D. y col. 1974, Bittner, G. D. 1981) prosiguen de manera
continua a través de los seis ganglios abdominales y en su trayecto establecen sinapsis en
passant (Viancour, T. A. y col., 1987) con algunas motoneuronas. Los axones laterales
gigantes (SLGAs) son multicelulares, de manera que un soma neuronal ubicado en cada
ganglio aporta un segmento del axén que se dirige en sentido rostral (Bittner, G. D. 1973,
Bittner, G. D. y col., 1974, Meyer, M. R. y Bittner, G. D. 1978b, Anderson T. E. y Bittner, G.
D. 1980, Bittner, G. D. 1981). Este segmento empieza y termina con uniones septadas con
sus homologos axonales adyacentes. Ambos tipos, las fibras gigantes mediales y las
laterales, son axones de interneuronas que comparten algunas caracteristicas semejantes:
van por pares, no se ramifican, corren en paralelo a lo largo de la superficie dorsal del
cordon nervioso ventral y tienen didmetros que en animales adultos oscilan entre 100 a

200um. Ambos tipos de axones son presinapticos y se relacionan con la conducta de
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escape, por lo que comparten algunas interneuronas sensoriales y neuronas motoras con
las que establecen sinapsis (Viancour, T. A. y col., 1987).

En cortes transversales del tejido conectivo de la cadena ganglionar ventral, a nivel
de los ganglios abdominales, hay entre 3500 a 4500 axones. Por otro lado, el nimero de
neuronas por ganglio es ligeramente mayor a 500. El niumero de células gliales rebasa el
de las nerviosas y se encuentran en intimo contacto con los somas neuronales y con sus
prolongaciones. Aunque hay una organizacion de los organelos celulares basicamente
igual en los acociles recién nacidos y en los adultos, con la edad cambia el nUmero y la
disposicién espacial de los microtlbulos, ya que en las formas adultas existen en mayor
proporcion y tienden a concentrarse en el axolema (Seshan, K. R. y Bittner, G. D. 1987).

La mayor parte de las proyecciones neurales, se dirige desde los somas de la
region caudal hasta la region rostral (Bittner, G. D. 1973). Sin embargo, el transporte de
proteinas marcadas inyectadas dentro de los ganglios abdominales se presenta en
direccion caudal exclusivamente (Fernandez, H. L. y col., 1970y 1971).

Los acociles poseen fibras motoras con diversas propiedades estructurales y
funcionales (Govind, C. K. y Atwood, H. L. 1982). Poseen terminales fasicas y ténicas, las
gue liberan diferentes transmisores (Lnenicka, G. A. 1991) y muestran diferentes niveles
de actividad eléctrica. Estas terminales provienen de axones excitadores “rapidos” y
“lentos”, respectivamente. Los rapidos o fasicos, permanecen eléctricamente silentes la
mayor parte del tiempo y sélo son reclutados para actividades rapidas y ocasionales, como
la respuesta de escape. En contraste, los axones lentos o tonicos presentan descargas de
baja frecuencia que se prolongan por largos periodos de actividad y se relacionan con el
control postural y las rutinas de locomocién (Govind, C. K. y Atwood, H. L. 1982). La
frecuencia de la actividad eléctrica espontanea, en las raices motoras tonicas registrada in
situ, es mayor de 30Hz. Esta actividad persiste in vitro, y puede ser registrada después de
5 dias de cultivo (Egid, K. y Lnenicka, G. A. 1993).

Por otro lado, aunque los mecanismos de diferenciacion del sistema nervioso no
estan bien entendidos, se sabe, por ejemplo, que en animales juveniles los cambios en la

actividad eléctrica producen alteraciones de larga duracién en la estructura y el
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funcionamiento de las terminales motoras (Lnenicka, G A. 1991). En apoyo a esta idea,
Egid y Lnenicka (1993) han sugerido que los patrones de actividad eléctrica que se
observan en las raices motoras de explantes de la cadena ganglionar son los
responsables de las diferencias morfolégicas que se observan entre la ramificacion de los
axones motores fasicos y ténicos después de algunos dias de cultivo (Egid, K. y Lnenicka,
G. A. 1993).

En forma mas general (es decir, al tomar en consideracion otros grupos zooldgicos
y otros tipos de neuronas), se puede decir que, en neuronas disociadas mantenidas en
cultivo, el nivel de actividad eléctrica (Cohan, C. S. y Kater, S. B. 1986), el entorno, asi
como sus propiedades intrinsecas (Chiquet, M. y Nicholls, J. G. 1987, Chiquet, M. y Acklin,
S. E. 1986, Mattson, M. P. y Kater, S. B. 1987) son factores que interactian y determinan

el crecimiento neuritico y la subsecuente organizacién estructural del SNC.

Il. 2. REGENERACIONY DEGENERACION DEL SISTEMA NERVIOSO DEL ACOCIL

Desde la década de 1960 (Hoy y col., 1967) se empezé a estudiar el fendbmeno
regenerativo que ocurre después de lesionar el SNC del acocil. En los afios 70 se
incrementd la informacion respecto a este tema. Asi, por ejemplo, en especimenes en
etapas juvenil tardia y adulto de la especie Procambarus simulans se observé una baja
habilidad en la regeneracién de axones no gigantes cuando se producia una lesion entre
el tercero y el cuarto ganglios abdominales, asi como incapacidad total para reemplazar
cuerpos celulares que hubieran sido destruidos a consecuencia de la lesion del SNC
(Bittner, G. D. 1973, Bittner, G. D. y col., 1974, Meyer, M. R. y Bittner, G. D. 1978 a, b,
Bittner, G. D. y Ballinger, M. L. 1980). S6lo unas cuantas interneuronas de diametro
pequefio mostraron evidencias morfolégicas y fisiolégicas de regeneracion a través del
sitio de lesion (Bittner, G. D. y Johnson, A. 1974).

En un estudio posterior de tipo comparativo entre dos especies muy relacionadas,
Procambarus simulans y Procambarus clarkii, se examiné la capacidad de regeneracion

del sistema nervioso en organismos recién eclosionados y adultos (Seshan, K. R. y Bittner,
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G. D. 1987). Se encontré que los animales muy jovenes (de 4 a 16 semanas) de ambas
especies muestran gran capacidad de regeneracion de axones nerviosos no gigantes. En
este estudio, que es exclusivamente morfolégico, se encontrd que la habilidad regenerativa
de P. clarkii es mayor que la de P. simulans. En ningln caso, sin embargo la regeneracion
de los axones gigantes hizo posible que éstos atravesaran por completo el sitio de la
lesion aun después de que hubieran transcurrido 22 semanas desde el momento de la
lesion.

Después de haber sido lesionadas las prolongaciones de las motoneuronas fasicas
y tdnicas, sus axones crecen en cultivo sin necesidad de que haya un tejido blanco. Asi
mismo, la arborizacién axonal de los explantes se prolonga por mas de diez dias de
cultivo, sin importar si el explante se obtiene de un animal recién eclosionado o de uno de
seis meses de edad. En cuanto a los dos tipos de motoneuronas existen claras diferencias
en el mantenimiento de la actividad espontanea, en la velocidad de crecimiento y en la
forma de ramificacion consecuente a la lesion de las raices motoras (Egid, K. y Lnenicka,
G. A. 1993). En 36 de 37 cultivos a los que se habia afiadido suero fetal bovino y que
habian sido obtenidos de animales juveniles, se encontrd, en el cuarto dia de cultivo al
menos una ramificacion.

En alotransplantes de un par de ganglios abdominales en un huésped previamente
desnervado, las fibras fasicas motoras de la tercera raiz son capaces de regenerar y
encontrar sus blancos aun cuando sean injertados los ganglios en el espacio contra lateral
(Krause K. M.y Vélez S. J., 1995).

Una de las caracteristicas del SNC del acocil y de otros invertebrados que mas ha
llamado la atencidn, es el largo periodo (de semanas a afios) que los axones pueden
sobrevivir separados del soma neuronal. Es posible que estos largos periodos se
relacionen con la transferencia de proteinas desde las células adyacentes hasta los
axones enucleados. Se sabe que axones enucleados de vertebrados también pueden
sobrevivir por largos periodos y se atribuye la misma explicaciéon, aunque también se ha

propuesto que maniobras experimentales prolongan la vida de las neuritas, como por
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ejemplo, evitar que las fibras sean fagocitadas por células implicadas en la respuesta
inmune.

Mucho se ha especulado en torno a porqué los mufiones distales de las
motoneuronas de acocil son capaces de mantenerse sin degenerar durante periodos
prolongados. Se ha propuesto, por ejemplo, que los axones segmentados gigantes
laterales (SLGAs) se mantienen vivos después de la enucleacion porque las uniones
septales los proveen de sustancias que los mantienen, durante largo tiempo, con sus
caracteristicas esenciales. De hecho, el axén enucleado gigante lateral del acocil
(Procambarus clarkii), muere sin la unién septal (Bittner, G. D. 1991). También se midieron
los cambios de resistencia eléctrica de la union septal ya que se supuso gue si después de
la lesion algun tipo de canal permitia el libre paso de moléculas de gran tamafio de un lado
a otro de la unién septal, este mismo canal permitiria el libre paso de otras particulas mas
pequefias como los iones, aumentando la conductividad para dichas particulas, lo que
supondria la reducciéon de la resistencia en dichas uniones. Sin embargo, Anderson y
Bittner (1980) confirmaron observaciones previas que describian cambios inmediatos a la
lesion en la conductividad eléctrica con el aumento de la resistencia el cual persiste por lo
menos 2h. Este hecho lo explicaron con base en la pérdida de uniones de baja resistencia
presentes en las uniones septales; los mismos autores extendieron el tiempo de
observacion y demostraron que existe una recuperacion posterior en la conductividad
eléctrica hasta niveles anteriores a la lesion, que tarda en aparecer 7 dias y dura cuando
menos 80. Esto descartaba, al menos en parte, la posibilidad de que las uniones de baja
resistencia, -que corresponden a uniones comunicantes- tuvieran un papel primario en la
aportacion de factores tréficos. Posteriormente, se encontraron vesiculas que transportan
proteinas radio marcadas del axoplasma del axén intacto al del axén enucleado (Bittner, G.
D. 1991), lo que hace pensar en la exocitosis y la endocitosis como los mecanismos
probables de “aprovisionamiento”.

En 1990 I. R. Brown menciona la posibilidad de que existan proteinas de “estrés”,
las cuales se sinterizarian como consecuencia de una lesién, y de su presencia

dependeria la vida de los axones lesionados. Este trabajo en particular se enfoco a la
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posible presencia de proteinas de tension relacionadas con el choque térmico, hecho que
actualmente se encuentra bien sustentado (Brown I. R., 1990 y 2007).

Para terminar con esta seccion se hace notar que existen excepciones a la
aplicacion del principio de Ramén y Cajal, respecto a la degeneracion del cabo distal
(Walleriana). Los insectos, crustaceos y moluscos muestran un curso temporal
degenerativo muy lento con respecto a lo observado en vertebrados; asi, los axones
motores de los quelipedos del acocil sobreviven mas de 160 dias después de la axotomia
(Hoy y col. 1967). Sin embargo, no todos los estudios sobre degeneracion neural en
invertebrados coinciden en que ésta es siempre tan lenta (Govind, C. K. y col., 1992). En
las fibras sensoriales la velocidad de degeneracién es similar a las de las neuronas de los
vertebrados. No se conocen las causas que producen las diferencias entre los tiempos de
degeneracion de las fibras motoras y las sensoriales, pero una posible explicacion se
puede encontrar en las diferencias morfométricas que existen entre ellas: 200 umy 60 um
de diametro respectivamente. Esto implica que el calibre de las fibras nerviosas esta
relacionado con la dinamica axonal, entendida esta Ultima como el conjunto de procesos
gue distribuyen las diferentes sustancias en el axén a través de los transportes rapido y

lento, anterdgrado y retrogrado (Scott T B 1993).

11.3. INFORMACION RELATIVA AL PROYECTO OBTENIDA EN NUESTRO
LABORATORIO

En nuestro laboratorio, hemos comprobado que a la seccion de una hemicadena
abdominal ganglionar ventral del acocil in vitro, sigue el restablecimiento del contacto fisico
entre los dos mufiones de la cadena lesionada. Este hallazgo nos llevé a realizar pruebas
de inmunohistoquimica dirigidas a definir si las fibras de reconexion que se observan al
microscopio de luz son de tejido conectivo cicatricial o de tejido nervioso. En estas pruebas
se utilizd la inmunodeteccion de la proteina tau que especifica para tejido nervioso, es
decir, se realizd una incubacién del tejido con anticuerpos dirigidos contra la proteina tau,

después se aplicé un segundo anticuerpo dirigido contra el primero; el segundo anticuerpo
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tenia asociado a su vez la enzima peroxidasa de rabano que reacciona con la sustancia
diaminobenzidina, que se torna de color marron y es empleada como una especie de
revelador. Los resultados obtenidos pusieron de manifiesto el caracter nervioso de las
fibras de reconexion. Por otra parte se llevaron a cabo estudios de microscopia electronica
con la pretensién de determinar la ultra estructura de las fibras de reconexion. Los
primeros resultados obtenidos con esta técnica pusieron de manifiesto que las fibras que
atraviesan el sitio de lesién tienen la organizacién estructural propia de las fibras
nerviosas. Asimismo, en la zona de lesion se ve un aumento de la glia que parece
acompafar a los axones en su nuevo recorrido. Estos antecedentes nos llevaron a
establecer un programa de trabajo en el que la pregunta esencial se refiere al posible
caracter funcional de las fibras de reconexion, es decir a conocer, en su caso, los tiempos
en los que las nuevas fibras restablecen la comunicacién eléctrica entre las dos zonas

inicialmente separadas por la lesion.
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JUSTIFICACION

De acuerdo con la literatura consultada, el fendmeno de la regeneracion neural en
el acocil ha sido ampliamente estudiado sobre todo desde el punto de vista morfologico. A
pesar de ello se conoce muy poco de los posibles mecanismos implicados en la formacion
de nuevas neuritas. Con la intencibn de aportar algin elemento que ayude a la
comprension de los mecanismos que subyacen al proceso de regeneracion neural, se
elabor6 el presente proyecto, el cual tiene como meta principal establecer las condiciones
esenciales que se requieren para que se restituya una reconexion funcional entre fibras
nerviosas en cultivo previamente separadas como consecuencia de una lesién. El trabajo
se dividié en tres etapas: a) establecer si hay reconexién funcional (a través de la
evaluacion de la transmisién de potenciales de accidn) entre las fibras nerviosas del acocil
previamente lesionadas; b) establecer el efecto del NGF en el proceso de la reconexion; c)
determinar la presencia de receptores de alta afinidad TRK A en ésta especie.

Es importante hacer énfasis, que en la literatura no se encontré ninglin antecedente
acerca de la existencia o accién del NGF en el acocil. Tampoco se hallé informacién
relativa a la presencia de receptores al NGF en esta especie. Si se considera que: a) en
algunos invertebrados como en la mosca de la fruta hay genes que potencialmente
codifican para receptores tipo TRK (Wilson, C. y col. 1993) b) que tanto la secuencia del
NGF (Sara, V. R. y col. 1990) y como sus efectos fisiol6gicos se encuentra muy
conservados en términos evolutivos en el grupo de vertebrados (Gotz, R. y Schartl M.
1994). Resulta de interés estudiar en el acocil la accién de este factor en la regeneracion y
en caso de encontrar un efecto positivo coadyuvara a ampliar la informacion que se
proponen en los puntos antes mencionados.

Las condiciones de cultivo in vitro son una magnifica herramienta para la
comprension y esclarecimiento de algunos de los fendmenos relacionados con los
procesos de degeneracion y regeneracion, debido a que en este modelo se pueden
controlar algunas de las condiciones micro ambientales a las que se somete el tejido

nervioso después de una lesiéon. Aunque el cultivo neuronal ha sido ampliamente utilizado,
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tiene la limitacién de que para realizarlo hay que desorganizar el tejido nervioso por lo que
no es adecuado para resolver las preguntas en donde la conservacion del plano
anatémico general debe mantenerse. Muy pocos trabajos emplean el cultivo de 6rganos
gue incluyan todo o la mayor parte del sistema nervioso central de un organismo para ser
estudiado in vitro (Treherne J M 1992, Woodward S K et al 1992), debido en buena medida
a las grandes dificultades técnicas que esto implica. Por ello disponer de un modelo en
donde el sistema nervioso central pueda ser mantenido en condiciones de cultivo de
organos por periodos de dias o semanas es una herramienta que hace factibles
experimentos imposibles in vivo o con células dispersas, aunque resulte muy complicado
de realizar. El sistema nervioso del acocil puede ser mantenido en esas condiciones con la
ventaja de ser relativamente facil de disecar, ademas de estar morfologica y

funcionalmente bien caracterizado.
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HIPOTESIS

Cuando el tejido nervioso es lesionado y se interrumpe la comunicacion nerviosa
puede ocurrir que la conduccién normal se recupere siguiendo una dindmica caracteristica,
o0 bien puede ser que la actividad no se recupere. La recuperacion se atribuye, de manera
general, al fendbmeno conocido como regeneracion nerviosa (Gonzalez del Pliego y col.,
1998).

Cuando el tejido conectivo nervioso de la cadena ganglionar ventral del acocil es
lesionado con suficiente fuerza se interrumpe la comunicacion nerviosa entre los dos
ganglios aledafios a dicho segmento. Si la comunicacion nerviosa se restituye después de
un tiempo, entonces, segun se ha propuesto (Gonzales del Pliego y col., 1998) es posible
sea a través de la regeneracion nerviosa. Si la comunicacidon nerviosa no se restituye
entonces el tejido nervioso no habra logrado regenerarse durante el periodo de estudio al
gue estuvo sujeto. En ambos casos la evolucion a la lesion puede ser estudiada desde el
punto de vista funcional y estructural, mediante electrofisiologia e histologia.

Por otro lado, los factores neurotréficos que promueven el crecimiento y la
regeneracion nerviosa en los vertebrados, actdan por la unién de la neurotrofina con su
receptor de alta afinidad (Jang S. W., y col. 2009). Probablemente los invertebrados
compartan esta caracteristica con los vertebrados. Asi si la dindmica de recuperacién a la
lesiéon en la cadena ganglionar se ve modificada como consecuencia de la aplicacion del
factor de crecimiento nervioso (NGF), entonces, posiblemente esté participando en la
dicha recuperacion un receptor de alta afinidad (TrkA) para esa sustancia. Si la dinamica
de recuperacion no se ve afectada por la aplicacion de dicha neurotrofina entonces
probablemente no existira un receptor de alta afinidad para esa neurotrofina, o bien, dicho
receptor no estara participando en el proceso de regeneracion nerviosa. En todo caso si

existe el receptor TrkA en el tejido nervioso del acocil entonces es posible su deteccion.
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OBJETIVOS

En el acocil Procambarus clarkii demostrar mediante un modelo de cultivo in vitro los

siguientes objetivos:

1) Establecer si hay reconexion funcional entre las fibras del tejido nervioso conectivo de la
cadena ganglionar ventral después de una lesion in vitro. Es decir, establecer el efecto y
evolucion de una lesion provocada entre el tercero y el cuarto ganglios abdominales sobre
el registro electrofisioldgico de campo de los potenciales de accion producidos en las
terceras raices tonico motoras entre el cuarto y quinto ganglios por la estimulaciéon

eléctrica del tejido conectivo proximo anterior al tercer ganglio de esa misma region.

2) Estimar el efecto de adicionar al medio de cultivo factor de crecimiento neural (NGF)

sobre el objetivo anterior, asi como su efecto mediante su aplicacion aguda.
3) Conocer a nivel histologico (microscopia de luz), el cambio y evolucion estructural de
lesionar el conectivo de la cadena ganglionar ventral entre el tercero y el cuarto ganglios,

en cadenas mantenidas in vitro.

4) Determinar la presencia de receptores de alta afinidad a neurotrofinas (TrkA) en el

sistema nervioso central del animal adulto.
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MATERIAL Y METODOS

LOS ACOCILES Y SU MANTENIMIENTO

No menos de 150 acociles adultos en estado de intermuda, de la especie
Procambarus clarkii, sin distincion de sexo procedentes de un criadero ubicado en
Mixquihuala Hidalgo, México, fueron utilizados.

Al llegar al laboratorio fueron mantenidos en estanques con agua potable libre de
cloro, burbujeo de aire, temperatura constante de 19 °C y un régimen de iluminaciéon de 12-
12 h luz - oscuridad.

Los acociles fueron alimentados cada tercer dia con una dieta variada que

comprendia: zanahoria, calabaza y pescado crudos, asi como, huevo cocido.

MANTENIMIENTO DE ANIMALES CUYA CADENA GANGLIONAR FUE
DESTINADA AL CULTIVO DE TEJIDOS

Los animales fueron mantenidos en condiciones especiales. Su alimento fue
cocinado. Se les aplicd una dosis intramuscular de 8000 Ul de penicilina 48 h antes de su
sacrificio y fueron colocados en acuarios individuales con solucién para acuario (apéndice
Il) que los cubria al ras. La solucién fue cambiada cada 24 h y veinte minutos antes del
sacrificio se colocaban en una solucion fresca similar a la anterior pero a la que se le

agreg6 50ml de solucion de Benzal (al 1%).
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DESCRIPCION DE LOS GRUPOS CONTROLES Y EXPERIMENTALES

REGISTROS ELECTROFISIOLOGICOS

GRUPO 1: VIABILIDAD (ACTIVIDAD ESPONTANEA)

La actividad eléctrica espontanea fue empleada como un criterio de la viabilidad de
la cadena ganglionar previa a los registros de actividad inducida. Sélo las cadenas con
actividad espontanea, (sin importar el nimero y tipo de espigas por minuto), se
consideraron como vivas y fueron utilizadas para los registros del grupo 2. Los registros de
este grupo no se muestran en los resultados.

Se registro la actividad eléctrica espontanea en las terceras raices entre el cuarto y

el quinto ganglios abdominales de 10 animales por condicion (ver figuras Ay C):

a) Cadenas recién obtenidas y mantenidas en cultivo: 1, 3, 5y 7 dias.

b) Cadenas lesionadas con pinzas entre el 3° y el 4° ganglio abdominales: recién
obtenidas y mantenidas: 1, 3, 5y 7 dias de cultivo.

c) Cadenas lesionadas con hilo entre el 3° y el 4° ganglio abdominales: recién
obtenidas y. mantenidas: 1, 3, 5y 7 dias de cultivo.

d) Cadenas lesionadas con pinzas entre el 3° y el 4° ganglio abdominales
mantenidas 1, 3, 5y 7 dias de cultivo a los que se les agreg6 0.1ug/ ml de NGF
(Burry y Perrone-Bizzozero, 1993)

e) Cadenas lesionadas con hilo entre el 3° y el 4° ganglio abdominales con 1, 3, 5
y 7 dias de cultivo a los que se les agregd 0.1ug/ ml de NGF (Burry y Perrone,-
Bizzozero, 1993)
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GRUPO 2
ACTIVIDAD INDUCIDA

La actividad eléctrica producida por estimulacion eléctrica se registré en las
terceras raices entre el cuarto y el quinto ganglios abdominales (ver figuras A, By C) de 10

animales por cada condicion:

Controles
a) Cadenas recién obtenidas.
b) Cadenascon 1, 3,5y 7 dias de cultivo.
c) Cadenas recién obtenidas (5 cadenas). Antes y después de la aplicacion de 75ng
de NGF por ml, en dosis acumulativas hasta un maximo de 5 dosis (es decir:
75X5ng/ml).

Experimentales

Cadenas lesionadas

a) Cadenas ganglionares recién obtenidas, lesionadas con pinzas entre el 3° y el 4°
ganglio abdominales.

b) Cadenas ganglionares recién obtenidas, lesionadas con hilo entre el 3° y el 4°
ganglio abdominales

c) Cadenas lesionadas con pinzas entre el 3° y el 4° ganglio abdominales con 1, 3, 5
y 7 dias de cultivo.

d) Cadenas lesionadas con hilo entre el 3° y el 4° ganglio abdominales con 1, 3,5y 7
dias de cultivo.

e) Cadenas lesionadas con pinzas entre el 3° y el 4° ganglio abdominales con 1, 3, 5

y 7 dias de cultivo a las que se les agregd 0.1ug/ ml de NGF.
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f) Cadena lesionadas con hilo entre el 3° y el 4° ganglio abdominales con 1, 3,5y 7

dias de cultivo a las que se les agreg6 0.1ug/ ml de NGF.
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EXPERIMENTOS HISTOLOGICOS

EL TEJIDO PROCESADO PARA CORTES HISTOLOGICOS:

La siguiente lista muestra la condicién control y las condiciones experimentales en
las cuales el tejido fue procesado para su analisis histolégico:

a) Cadena recién obtenida intacta. Control

b) Cadena recién obtenida lesionada con pinzas. Control de lesiéon con pinzas

c) Cadena recién obtenida lesionada con hilo. Control de lesion con hilo

d) Cadenas lesionadas con pinzas entre el 3° y el 4° ganglio abdominales con 1, 3, 5
y 7 dias de cultivo.

e) Cadenas lesionadas con hilo entre el 3° y el 4° ganglio abdominales con 1, 3,5y 7

dias de cultivo.

Las cadenas ganglionares fueron incluidas en parafina, cortadas longitudinal o
transversalmente y tefiidas con la técnica tricromica de Masson para microscopia de luz.
La tincion de Masson se llevé a cabo segun lo descrito en el “Manual of histolgic methods
of The Armed Forces Institute of Pathology”, sin embargo los tiempos de exposicion a
colorantes tuvieron que ser ajustados.

Cada experimento tuvo una repeticion. La viabilidad del tejido antes de su fijacion fue
cotejada por la técnica de diacetato de fluoresceina (FDA)-bromuro de etidio (Br Et),
(Hartmann y Speit, 1996).
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EXPERIMENTOS DE DETECCION MOLECULAR DE TRK A

CONTROL POSITIVO

a) Homogeneizado de cerebro de rata neonata (24h) fue sometido a la técnica de

Western blot e inmuno-electro-transferencia para TRK.
CONTROL NEGATIVO Y FALSOS POSITIVOS
b) Homogeneizado de cerebro de rata neonata (24h) fue sometido a la técnica de
Western blot e inmuno electro transferencia para TRK, sin incubar la membrana en
el primer anticuerpo.
EXPERIMENTAL POSITIVO
c¢) Homogeneizados de 10 cadenas ganglionares completas recién obtenidas, fueron
sometidas a la técnica de inmuno precipitacion, western blot e inmuno electro
transferencia para TRK.
EXPERIMENTAL NEGATIVO Y FALSOS POSITIVOS
d) Homogeneizados de 10 cadenas ganglionares completas recién obtenidas, fueron

sometidas a la técnica de inmuno precipitacion, western blot e inmuno electro

transferencia para TRK, sin incubar la membrana en el primer anticuerpo.
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TECNICAS EMPLEADAS PARA EL DESARROLLO DEL PROCEDIMIENTO
EXPERIMENTAL

OBTENCION DE UNA CADENA GANGLIONAR
EXPOSICION DE LA CADENA GANGLIONAR
CASO GENERAL

1. El animal fue anestesiado por frio

2. El acocil fue decapitado mediante un corte transversal siguiendo la comisura céfalo-
toracica.

3. Los pereidpodos incluyendo las pinzas del quelipodo y los pledpodos fueron
cortados desde su base.

4. El cuerpo del acocil fue sujetado en posicion de decubito ventral con tres alfileres a
una plataforma de corcho, uno atravesando el exoesqueleto dorsal y dos sujetando
los urépodos.

5. En la region ventral del térax se realizé un corte longitudinal sobre la linea media
del cuerpo hasta el inicio de la region abdominal.

6. El exoesqueleto del primer segmento abdominal ventral fue cortado dos veces bajo
control microscopico: primero transversalmente desde la linea media hasta el borde
derecho y después igualmente hasta el borde izquierdo.

7. Desde cada uno de estos extremos se realizaron cortes en direccién caudal
paralelos a los bordes del abdomen.

8. Cuidadosamente se retir0 el exoesqueleto desde el primero hasta el dltimo
segmento abdominal.

9. La cadena ganglionar abdominal (CGA) queda expuesta y a partir de ese momento
es indispensable evitar que se seque, para lo cual se agregaba solucién de van

Harreveld (van Harreveld, 1936) constantemente.
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CASO DE LESION CON PINZAS

Se siguid el protocolo de “caso general” hasta el punto 9. Si la cadena estaba
destinada al cultivo de tejidos se empleaba material esterilizado y condiciones de

asepsia. Se continud con los siguientes pasos:

1. Las puntas abiertas de una pinza de cierre automatico del nimero 5 se colocaban
entre el tercero y el cuarto ganglio abdominal cerca del cuarto ganglio.
2. La pinza se cerraba su cierre por aproximadamente un segundo, lo que provocaba

una lesioén transversal.

CASO DE LESION CON HILO

Se siguid el protocolo de “caso general” hasta el punto 9. Si la cadena estaba
destinada al cultivo de tejidos se empleaba material esterilizado y condiciones de

asepsia. Se continud con los siguientes pasos:

1. Una hebra de hilo de seda del No. 5 se colocaba atravesando la cadena ganglionar
entre el tercero y el cuarto ganglio abdominales.

2. Los extremos eran entrelazados y cerrados poco a poco hasta que el vilo formado
se reducia muy cerca de la superficie de la cadena.
Una de las puntas de hebra era regresada por el vilo hasta casi zafar el entrelazado

4. Los extremos del hilo préximos a la regién entrelazada se sujetaban con pinzasy se
corria el nudo

5. El nudo se soltaba jalando la punta de la hebra.
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CASO DE CULTIVO DE TEJIDOS

Todas las maniobras se realizaron con el material estéril, en un cuarto de cultivo y en el

interior de una campana de flujo laminar en condiciones asépticas.

1. Una serie de tres cajas de Petri (3.5mm) con 2ml de medio con antibiético eran
preparadas.

2. Una caja de Petri con 4ml de medio de cultivo “L-15 modificado” (Egid y Lnenicka,

1993) era preparada pora cada cadena.

El animal era anestesiado por frio

Se colocaba por 2 minutos en un vaso de precipitados que contenia alcohol de 96°

Se proseguia el protocolo de “casos generales” desde el paso 2.

o g~ w

Para cadenas lesionadas, al llegar al paso 9 de “casos generales” se seguia el
paso 1 de “caso lesion con pinzas” o el paso 1 de “caso de lesién con hilo”, en

condiciones asépticas.

CASO DE CULTIVO DE TEJIDOS EN NGF

El paso nimero 2 de los procedimientos de “caso de cultivo de tejidos” se modificé por el
siguiente procedimiento.

1. Una caja de Petri con 4ml de medio de cultivo “L-15 modificado” adicionado con 1,

0.1 0 0.01ug de NGF por mililitro era preparada para cada cadena. La dosis de 1ug

de NGF resultd, por lo que en este estudio se reporta el efecto de la concentracion

de 0.1ug de NGF por mililitro.
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EXTRACCION DE LA CADENA GANGLIONAR PARA REGISTRO
INMEDIATO

1. El conectivo nervioso que une el ultimo ganglio toracico con el primer abdominal y
las raices nerviosas después del VI ganglio abdominal eran anudados con hilos de
seda.

2. La cadena se cortaba antes del nudo después del quinto ganglio toracico.

3. Se pinzaba el hilo (de la region anterior) y se levantaba suavemente, eran cortadas
una a una las raices nerviosas por su region mas periférica.

4. Al levantar el sexto ganglio se cortaban las raices nerviosas después del nudo.

La cadena se colocaba en solucion de van Harreveld (van Harreveld, A. 1936)
dentro de una caja de Petri tratada previamente con una capa de 3mm de sylgard.

6. Los cabos de hilo de la regién anterior eran sujetados al sylgard por un extremo de
la caja de Petri con la ayuda de agujas diminutas.

7. Se sujetaba uno de los cabos de hilo del sexto ganglio y se estiraba la cadena
hasta una longitud aproximadamente igual a la que tenia cuando se encontraba en
el animal.

8. La cadena se orientaba con ayuda del microscopio estereoscopico, dejando la
region ventral hacia arriba y vigilando que no se torciera el tejido en ningln punto.

9. El tejido muscular, los tejidos conjuntivo Yy circulatorio, arrastrados
involuntariamente, eran removidos cuidadosamente del tejido nervioso con ayuda
del microscopio estereoscopico.

10.Las terceras raices tonicas entre el cuarto y quinto ganglio abdominal eran
liberadas con la ayuda de puntas de vidrio.

11.Las demas raices vecinas eran cortadas casi desde su base para evitar su

interferencia al poder montarse en los electrodos de registro.
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EXTRACCION DE LA CADENA GANGLIONAR PARA EL CULTIVO DE

TEJIDOS

Todas las maniobras se realizaron con el material estéril, en un cuarto de cultivo y en el

interior de una campana de flujo laminar en condiciones asépticas.

1.

10.

11.

Los tejidos muscular, conjuntivo y circulatorio se retiraban hasta donde era posible
del tejido nervioso con ayuda del microscopio estereoscépico.

La cadena abdominal fue cortada cerca del ganglio toracico entre el quinto ganglio
toracico y el primer abdominal.

El segmento resultante anterior al primer ganglio abdominal era sujetado con una
pinza del No. 5 y se levantaba suavemente. Durante esta accion eran cortadas una
a una las raices nerviosas con ayuda de una tijera de iris. Esta operacion se repitio
hasta cortar los nervios del sexto ganglio sin soltar el pinzado inicial.

La cadena era depositada por 15 minutos en cada una de las cajas de Petri de la
serie de medio antibiético previamente preparadas.

La cadena era depositada en la caja de Petri con 4ml de medio L-15 modificado

La caja de Petri con la cadena era colocada en una incubadora, a 19 °C con
humedad a saturacién por 1, 3, 5 o 7 dias segun el protocolo respectivo.

Cada tercer dia el 50% del medio era sustituido por medio de cultivo fresco.

La esterilidad del medio se verificaba mediante su analisis microscopico y se
desecharon las preparaciones que presentaban cualquier tipo contaminacion
biologica.

Cumplido el periodo de cultivo, la cadena fue colocada con extremo cuidado en 6ml
de solucién glucosada de van Harreveld (SGVH) dentro de una caja de Petri tratada
previamente con una capa de 3mm de sylgard.

El conectivo nervioso que une el Ultimo ganglio toracico con el primer abdominal y
las raices nerviosas después del VI ganglio abdominal fueron anudados con hilos
de seda.

Se seguia el protocolo a partir del paso No. 6 de “Extraccion de la cadena

ganglionar para registro electrofisioldgico inmediato”
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12. Se deba reposar la preparacion 20 minutos en la SVGH antes de su uso.
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TECNICA ELECTROFISIOLOGICA

DESCRIPCION DEL CIRCUITO DE REGISTRO

Dos sondas fueron puestas en continuidad al cerrar el circuito GND-G2-G2-GND

con un alambre de plata en el interior de una jaula de Faraday debidamente aterrizada.

El blindaje de los electrodos de registro fue enviado a su respectiva sonda en el

GND vy los electrodos fueron montados en su respectivo micromanipulador.

La sefial recogida por cada electrodo de registro fue enviada al G1 de su propia sonda de

baja impedancia (Grass, HIP511), a su preamplificador de AC-DC (Grass, P511) y desde

ahi a (figura A):

a) un osciloscopio

b) un amplificador de sonido y desde este a una bocina

€) una tarjeta convertidora AC-DC (Medical Systems, Mod. PCM4) y desde esta

a una videograbadora para su analisis posterior.

Osciloscopio

“ideocassettera |
Tarjeta analogica-digital

l Preamplificador

P
—| Preamplificador |

Fuerte de poder |

h__loo 12
[ —] —

Electrodao de referendia

GHD &1 G

4| Amplificadar de sonido I

nJjEfad ap =0p0aaEg

B0

Figura A. Se muestra el
sistema de registro, los
electrodos y las entradas de
las sondas se encuentran en
una jaula de Faraday, (no
esquematizada). El sistema
fue debidamente conectado a
tierra fisica, (no

esguematizado).
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REGISTRO DE LA ACTIVIDAD ELECTRICA ESPONTANEA

1. Laregion cefalica de la cadena ganglionar desde el primero hasta el tercer ganglio
abdominal fue colocada sobre la plataforma del electrodo de referencia, con la
posicion ventral hacia arriba.

2. Las terceras raices tonico motoras entre el cuarto y quinto ganglio abdominal
fueron localizadas visualmente y se desplazd la caja de Petri hasta poner dicha
region en la cercania del lente objetivo del microscopio invertido.

Se localizaron y enfocaron ambas raices, con el lente objetivo 4X

4. Se ubicaron los electrodos a cada lado de las raices con ayuda de
micromanipuladores.

5. Cada raiz fue enganchada con un electrodo de registro y levantada suavemente.

Se retiraron 5ml de solucién.

7. Al quedar descubierta se inicio el registro de la actividad eléctrica espontanea.

DESCRIPCION DEL CIRCUITO DE ESTIMULACION

La sefial de la unidad de estimulacion (Grass S8800) se envié a dos unidades de
aislamiento: una de corriente (Grass SIU6) conectada a otra de voltaje (Grass SIU5) y la
resultante se envié a la preparacion con la ayuda de un micromanipulador a través de un

micro electrodo de estimulacion bipolar Narishige SS-2 modificado (figura B).

Figura B. Muestra un esquema

D=ciloscaopio
A oo 12 del circuito de estimulacion
Entrada gatilleo

Salida del estinulo eléctrico empleado. El sistema

Unidad de estimulacion § Electroda de desde su primera unidad (U) de
=+ aislamiento hasta el electrodo de

— ¥ Salida del gatilleo

estimulacion se ubicé dentro de
L. aistamiento amperaje una jaula de Faraday

conjuntamente con el sistema de

[/l

1. zsizlamiento voltaje

registro mostrado en la Fig. A.
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ESTANDARIZACION DEL ESTIMULO

. Se generd una curva de relaciéon entre los valores de estimulacion y los valores
reales de amperaje y voltaje.

. Se estableci6 el valor de frecuencia de estimulacion mas practico para realizar los
registros.

. Se establecieron los valores adecuados de intensidad, duracion y frecuencia que
permitieran observar el mayor nimero de componentes en la respuesta a la

estimulacién por parte de la cadena, con el minimo de registro inespecifico.

REGISTRO DE LA ACTIVIDAD ELECTRICA PRODUCIDA POR ESTIMULACION
ELECTRICA

. Se siguié el procedimiento descrito en “Registro de la actividad eléctrica
espontanea” desde el primero hasta el quinto punto.

El electrodo bipolar de estimulacién se colocé en la regién ventral de la cadena
ganglionar en la los linderos del tercer ganglio, entre este y cuarto ganglio
abdominal.

. Se continué como en el sexto y séptimo paso de “Registro de la actividad eléctrica
espontanea”. Ver figura C.

La estimulaciéon consisti6 de pulsos cuadrados de 420 pA, 1.65V, 0.5ms, con
frecuencia de 10Hz durante 60 segundos, que fueron sincronizados con el sistema
de registro mediante la conexion de la sefial de salida del estimulador y el de
entrada del: osciloscopio y el cuarto canal de la tarjeta convertidora analdgica
digital.

. Como consecuencia se obtuvo el registro de la actividad producida por la
estimulacion eléctrica en las terceras raices tonicas entre el cuarto y quinto ganglio

abdominal.
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6. La actividad fue recogida y amplificada con preamplificador Grass p51 bajo el
siguiente protocolo: Amplificacion: 1000; Filtro de baja frecuencia: 20 Hz; Filtro de
alta frecuencia: 10000 Hz.

7. La actividad amplificada fue video grabada con la ayuda de una tarjeta analégica
digital y una videograbadora para su analisis posterior (figura 1) y enviada a un
osciloscopio digital.

8. La actividad eléctrica fue promediada 100 veces por un minimo de 100 eventos
segun las siguientes especificaciones técnicas: Amplificacion: 200mV /division;
Velocidad de barrido: 5ms /division; Precision de la captura digital: 10KS/s;
Modalidad: promedio 100.

9. El registro anterior fue catalogado y archivado como un conjunto de datos para hoja
de calculo.

10.El archivo fue modificado para su andlisis con el procedimiento descrito en la

seccion “Andlisis. Modificacion mateméatica de los registros eléctricos provocados”.

ERs —+ [ G121 JL—EE
— 152 [+
’ h ) ' N i " 1 N
T —— = I/ 1 [ = ==
L —, . R s . —,
i A
~——___ ETM 3R 2R1R

+—ER LESION /LELECTRODO DE
REFEREMCIA,
e GMD
—
—__
J—

Fig. C. Esquema del sistema de registro y estimulacion en la caja de
Petri. Arriba: la cadena con los ganglios enumerados, la posicion de los
electrodos y el sitio de lesion (cuando se hizo). Abajo: izquierda,
amplificacion que muestra como el electrodo elevd la raiz tonico
motora (RTM); centro, representa la forma del electrodo de referencia,
con la cadena ganglionar encima; derecha, la preparacion vista de lado,
se ilustra un espacio ocupado en el fondo de la caja que corresponde a
la capa de Sylgar, encima el electrodo de referencia y luego la cadena.
ERs, electrodos de registro; ER electrodo de registro; EE: electrodo de
estimulacion; 1R, 2R y 3R: primera, segunda y tercera raices; RTM:
raiz ténico motora.
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TECNICAS HISTOLOGICAS

TECNICA DE FIJACION DEL TEJIDO

La cadena ganglionar se colocé en solucién de van Harreveld (1936)

El tejido conectivo de cada una de las cadenas a fijar se corté transversalmente
entre el cuarto y el quinto ganglio.

La viabilidad (Hartmann y Speit, 1996) del segmento entre el quinto y el sexto
ganglio abdominal se analiz6 mediante la técnica de di acetato de fluoresceina
(FDA)- bromuro de etidio (Br Et). Solo el material vivo fue empleado.

La cadena fue nuevamente cortada en la parte intermedia entre el segundo vy el
tercer ganglio.

Un mondadientes se etiquet6 con lapiz.

. Cada segmento que contenia el tercero y cuarto ganglios fue cuidadosamente
acomodado en un mondadientes con la ayuda de agujas entomolégicas y
microscopio estereoscopico. La region ventral fue colocada hacia arriba, la caudal
hacia el extremo, se evitd la rotacién del tejido y se procurd ajustar la longitud del
segmento a la similar en el animal vivo.

En un frasco para 20ml se colocé solucién fijadora’

El palillo con el tejido fue sumergido en el frasco.

. Se tap6 y conservoé por 24h

INCLUSION EN PARAFINA

El tejido fue pasado por las siguientes soluciones de alcohol etilico.
1. Alcohol 70% 10min
2. Alcohol 80% 10min

“ Ver apéndice 11 “soluciones histolégicas”
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3. Alcohol 90% 10min
4. Alcohol 96% 10min
5. Alcohol absoluto, 2 pases 15min
6. Alcohol — xilol 15min
7. Alcohol — xilol 15min
8. Xilol 15min
9. Xilol-parafina 15min
10. Parafina Toda la noche a 55 °C.

11. El tejido fue colocado en un molde y se le aplicé parafina nueva.

12. Una vez fria se desmonto.

CORTES HISTOLOGICOS

1. Portaobjetos esmerilados limpios y secos fueron colocados en solucién de poli-L-
lisina al 0.01% cubriendo la parte no esmerilada de su longitud, luego fueron
colocados en un sitio libre de polvo para su secado.

2. Se realizaron cortes seriados trasversales o longitudinales de 6um con un
micrétomo.
Los cortes fueron extendidos en un bafio de agua a 45 °C

4. Los cortes se montaron en los portaobjetos tratados con poli L lisina.
Las muestras se desparafinaron e hidrataron:

Se colocaron en la estufa a 46 °C toda la noche

Xilol por 20 minutos

Xilol limpio por 20 minutos

Xilol-Alcohol absoluto 1:1, 10 minutos

Alcohol absoluto 1 min.

Alcohol 96%, 1 min.

Alcohol 90%, 1 min.

Alcohol 80%, 1 min.

Alcohol 70%, 1 min.

-~ o o 0 T @

= @
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j. Alcohol 50%, 1 min.
k. Agua destilada 10min

TINCION DE TRICROMICA DE MASSON

Las laminillas fueron colocadas a temperatura ambiente en soluciéon de Bouin toda
la noche. Nota. Dicha solucidbn se emplea como mordente y se puede emplear
muchas veces siempre y cuando no sea calentada, ya que también puede ser
usada por 1 hora a 56 °C pero debe ser desechada.

Se lavaron con agua fria hasta que el color amarillo desaparecio

Se enjuagod con agua destilada

Se colocaron en hematoxilina férrica de Weigert 10 minutos y se lavaron con agua
corriente por 10 minutos.

Se enjuagaron con agua destilada.

Se colocaron en solucién de escarlata de Biebrich y fucsina &cida por 5 minutos.
Nota. La solucion puede ser conservada.

Se enjuagaron tres veces con agua destilada

Se colocaron en solucion de &cidos fosfomolibdico y fosfotingstico por 15 minutos.
Nota. La solucién debe ser desechada y no se deben enjuagar las laminillas.

Se colocaron en solucién de anilina azul por 20 minutos. Nota. La solucion puede

ser conservada.

10. Se enjuagaron en agua destilada hasta ver que no se desprende algun precipitado

azul de las laminillas

11. Se colocaron en solucion de acido acético por 5 minutos. Nota. el acido debe ser

desechado.

12. Se deshidrataron en alcohol al 95%, alcohol absoluto y se aclaro en xilol, realizando

dos cambios en cada solucion.

13. Se monto con resina sintética. Nota. Se debe tener cuidado de que no se deseque

la preparacion, los ndcleos se tifien de negro; el citoplasma, la queratina, las fibras
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musculares y la fibras intercelulares, se tifien de rojo; la colagena se tifie de azul. La

poli-I-lisina no da coloracion de fondo en esta tincion.
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PROCEDIMIENTOS MOLECULARES PARA LA DETECCION DE TRK-A

HOMOGENEIZADO
ACOCIL

Las siguientes maniobras fueron realizadas en un cuarto frio y el homogeneizado era

mantenido en tubos insertados en hielo.

1. Las cadenas ganglionares de 20 acociles, (desde el ganglio subesofagico hasta el
sexto ganglio abdominal), fueron extraidas en un cuarto frio y con un micro
escarpelo fueron rotas sus vainas. Una vez obtenida cada una, era colocada con
las demas en una caja de Petri con solucion de van Harreveld a 4 °C hasta que
concluyeron todas las disecciones. Nota. Vea la secciéon “Exposicion de la cadena
ganglionar. Caso general” el método de extraccion es muy parecido a lo descrito en
la seccion “extraccion de la cadena ganglionar para cultivo de tejidos”, puntos 1,3y
5 pero con vH y en condiciones no estériles.

2. El tejido fue pesado en un tubo Eppendorf:

a. Se peso el tubo limpio y seco

b. Se colocaron una a una las cadenas en el interior

c. El exceso de medio fue secado con un papel filtro

d. Se peso el tubo con las cadenas y la diferencia con el peso inicial fue
considerado el peso del tejido.

3. El tejido se colocod en un homogeneizador de vidrio, (elaborado ex profeso en los
talleres del CINVESTAV), previamente enfriado en hielo, al que se le agrego
solucién amortiguadora de RIPA adicionada con inhibidores de las proteasas 80ul
/ml y 80U de ADNasa /ml, hasta lograr una proporcion del 20% peso del tejido
/volumen del amortiguador de RIPA.

4. El tejido se homogeneizé manualmente con un par de pases del pistilo por segundo
por aproximadamente 5 minutos con la base del homogeneizador en hielo y el

pistilo frio.
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El homogeneizado fue centrifugado a 12,000 rpm durante 10 minutos.

6. El precipitado fue resuspendido con la ayuda de una jeringa con aguja 21 X 32, con
30 pases.

7. Serepitid el punto 5y 6.

8. El homogeneizado fue centrifugado a 12,000 rpm durante 10 minutos y se recupero

el sobrenadante. Se continud con el protocolo de “inmunoprecipitacion de TRK”

CEREBRO DE RATA

1. Unarata macho de 1 dia de nacida fue anestesia por enfriamiento.

2. Larata fue decapitada

3. El cerebro fue extraido rapidamente, para ello, se coloco una tijera fina en el orificio
del axis y el atlas y se cortd el techo del craneo; primero hacia la region parietal
derecha y luego a la izquierda, se retird el segmento resultante del craneo, y con
una pinza curva se removio el cerebro entero.

El cerebro fue dividido en sus dos hemisferios por un corte limpio con escarpelo.
Los hemisferios fueron colocados en PBS a 4 °C.

Los hemisferios fueron pesados.

Un hemisferio se coloc6 en un tubo y fue congelado.

© N o g &

El otro hemisferio fue homogeneizado. El tejido se coloc6é en un homogeneizador de
vidrio, previamente enfriado en hielo, al que se le agregé solucién amortiguadora de
RIPA adicionada con inhibidores de las proteasas 80ul /ml y 80U de ADNasa /ml,
hasta lograr una proporcién del 20% peso del tejido /volumen del amortiguador de
RIPA.

9. El tejido se homogeneizé manualmente con un par de pases del pistilo por segundo
por aproximadamente 5 minutos con la base del homogeneizador en hielo y el
pistilo frio. Después fue pasado a través de una aguja 21 X 32 por treinta ocasiones
a4 -°C.
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10.Del homogeneizado se separaron 50ul para determinar la concentracion de
proteinas por el método del &cido bicocoulinico. Se continué con el paso 20 de

“Inmnoprecipitacion de TRK

INMUNOPRECIPITACION

1. Al sobrenadante se le agreg6 60ul de proteina G-agarosa /ml de y fue mantenido
en agitacion, (suficientemente fuerte para evitar cualquier indicio de precipitacion de
la agarosa), continua, por 2 horas a 4 °C.

2. La mezcla fue centrifugada a 14,000 rpm por 10 minutos.

3. El sobrenadante (“aclarado”) se rescato.

ra

El sobrenadante se incubo en agitacion suave 18 horas a 4 °C con anticuerpos (IG-
g) anti-TRK (C14 Santa Cruz) 40ul /ml.

Se agregd6 60ul de proteina G- agarosa y se incubo por 2 horas a 4 °C.

La mezcla se centrifugo por 2 minutos a 14000 rpm

El sobrenadante se descarto

El precipitado fue resuspendido en 1ml de “solucién lavado para inmunoprecitado” .

© © N o o0

La mezcla fue centrifugada a 14,000 rpm por dos minutos

10. Se repitio el paso 8 y 9 cinco ocasiones mas.

11. El precipitado fue resuspendido nuevamente, pero ahora en 500ul y cambiado a un
tubo Eppendorf méas pequerio.

12.La mezcla fue centrifugada a 15,000 rpm por 2 minutos y se descarté todo el
sobrenadante posible.

13.Al tubo conteniendo el precipitado se le agregaron 100ul de “solucion
amortiguadora de muestra 2X”". Vea apéndice II.

14. Se agit6 vigorosamente con bortex por 40 segundos

15. Se coloco en bafio Maria de agua hirviente por 5 minutos

“ Apéndice 11. Soluciones para Western-blot
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16. Se centrifugo a 12000 rpm por 2 minutos.

17. El sobrenadante fue dividido en dos volimenes iguales.

18. Cada volumen fue conservado en hielo antes de ser cargado en su carril respectivo
en la lamina de SDS-PAGE, operacion que se realizo casi inmediatamente después
de su obtencion.

19. El homogeneizado se alicuotd en 10 partes iguales que fueron colocadas —70 °C,
para su uso posterior.

20.De una de las alicuotas del homogeneizado se tomaron 100ug de proteinas (20-
35ul aproximadamente).

21.Los 100ug de proteina fueron mezclados con un volumen 1:1 de “solucion
amortiguadora de muestra 2X”.

22.La mezcla fue agitada vigorosamente con bortex por 40 segundos.

23.La mezcla se coloco en bafio Maria de agua hirviente por 5 minutos.

24.La mezcla se cargd en su respectivo carril del gel de SDS-PAGE

WESTERN BLOT

Se realizaron geles de poliacrilamida en placas y en condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE), con un gel concentrador al 4.5% y un gel separador de 7.5% y se emplearon
soluciones amortiguadoras para la corrida segun lo descrito por Laemmli U. K. (1970). Los
geles fueron tefidos con azul de Coomassie (Bennett J y Scott KJ 1971) previo a la
inmuno- electro-transferencia (Tsang V. C., y col. 1983). Para mayores detalles ver el

apéndice V, “pormenores del Western Blot”.

INMUNO ELECTRO TRANSFERENCIA (IET)

1. El gel se colocd en una en una camara semi humeda de electro transferencia, en

contacto con una membrana de nitrocelulosa (al anodo), la membrana de
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8.
9.

nitrocelulosa en contacto con dos trozos justos al tamafio del gel de papel filtro y al
catodo un trozo como los anteriores en contacto con el gel.

Se corrié 1:20 h a 110mA con una oscilacion en el voltaje registrable entre 0-6V.

La membrana se tifio con Rojo Ponceau durante 5min, se lavo con agua, y se
ratificd la presencia adecuada del marcador de peso molecular de 200 y demas
proteinas.

Se lavé la membrana con PBS-Tween.

La membrana se coloco en agitacién suave con solucion bloqueadora a 4 °C toda la
noche.

Se lavo con 250 ml de PBS-Tween por 6 ocasiones. Cada cambio de 5 minutos.

Se aplicod el primer anticuerpo 1:500, 15ml. Se incubé toda la noche en agitacion
suave.

Se lavo con 200ml de PBS-Twenn por 4 ocasiones de 10 minutos.

Se incubd con 2 ml del segundo anticuerpo 1:1500, 2 h a 37 °C. Agitacion media

10. Se lavé con 200ml de PBS-Twenn por 3 ocasiones de 10 minutos.

11.En una camara de auto fotografia se aplicé 1ml de ECL a la membrana, segun las

instrucciones de uso del fabricante y fue auto fotografiada con tiempos de

exposicion de 1 a 30min en placa profesional Kodak cortada al tamafio adecuado.

12.La placa fotogréfica fue revelada.

62

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

RESULTADOS

En la figura 1 se muestran 4 trazos, cada uno correspondiente al registro de la
actividad eléctrica producida en una raiz tonico motora inmediatamente después de
gue se extrajo la cadena y se inicio el registro de las estructuras en cultivo (ver la
seccion de Métodos). Cada trazo se obtuvo de una cadena diferente y representa la
actividad promedio de por lo menos 60s de estimulacion con una frecuencia de 10Hz y
esta constituido de 500 puntos (es decir, cada punto es el promedio de no menos de
600 adquisiciones). Los registros muestran la tipica actividad inicial, que se caracteriza
por la presencia de un conjunto de ondas, de una magnitud variable, pero con la
particularidad de que la onda mas rapida (con una latencia de 5ms aprox.) se

encuentra presente en todos los casos.

Tek EfiTil 10.0kS/s 1459 Acqs
E.
E

R3w:

R

r\r’ISE.OOrnsE Ch3 E_nl' E52m\r’
200my 5.00ms

Fig. 1. Muestra el promedio de la actividad eléctrica producida en cadenas recién extraidas. La cadena

ganglionar ventral fue estimulada entre el 2do y 3er ganglios abdominales y el registro se llevé a cabo

en la tercera raiz ténico motora entre el 4to y 5to ganglios. La actividad que se muestra es un ejemplo

del tipo de los registros obtenidos.

Todos los trazos obtenidos son diferentes, esto es el resultado de que se
estimulan y se registran conjuntos de fibras nerviosas; por ello entre cada experimento
la variacidon aunque sea pequefia en la posicion de los electrodos modifica el registro

eléctrico. Por esa razon resultd indispensable presentar en un solo trazo el promedio
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de la actividad de cada uno de los grupos experimentales. Para evitar que al promediar
toda la actividad global, el valle de un trazo anulara la cresta de otro, se sumoé a los
trazos un valor constante y se ajustdé una curva por debajo de los puntos
experimentales (normalmente una funcion exponencial), y el valor asi obtenido se
sumé a cada punto, de manera que desaparecieran, -en la medida de lo posible-, los
valores negativos. Este procedimiento se aplic6 para cada registro de cada

experimento. Los trazos resultantes se muestran en las siguientes figuras.

A 17 CADENAS SIN LESION
0.8 -
0.6
0.4
0.2 +
O m
B 04 -
02 —A_’W
0 -
C 04
0.2 ___l’ N
0
D 04 -
0”2 _h,ITM/\_/’R—\,_,\
0 -
E 044

0.2 Q—(\—/\\/\‘\ o

O_

Fig. 2. Muestra el cambio en la actividad eléctrica producido en las raices ténico motoras por
estimulacion del conectivo ganglionar, como consecuencia del periodo durante el cual la cadena
ganglionar se mantuvo en condiciones de cultivo (in vitro). Cada trazo corresponde al promedio de las
repeticiones (5) realizadas para cada grupo. El trazo completo comprende 50 ms., en las ordenadas 1
equivale a 1 mV del registro de salida.
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En la figura 2 se muestra el promedio de la actividad eléctrica del total de las
raices tonicas control de cada grupo, es decir: de las cadenas recién aisladas (Fig. 2
A), durante los dias uno (Fig.2 B), tres (Fig. 2 C), cinco (Fig. 2 D) y siete (Fig. 2 E) de
cultivo.

Es importante resaltar de la figura 2, que la actividad eléctrica de las estructuras
evidentemente disminuye con el transcurrir de los dias de cultivo, lo que expresa el
deterioro general y progresivo de las funciones biolégicas.

La figura 3, muestra la interrupcién de la actividad eléctrica de las estructuras
por la lesiobn aguda realizada mediante el machacamiento del conectivo nervioso y su

progresiva restauracion después de 1, 3, 5, y 7 dias de cultivo.

Cadenas lesionas con pinzas

0.4

A o2+—A

O_

0.4

B 02 ‘WMM

O_

0.4
C 02 —— —
0

0.4 -

D 02 ~—JT«—/\J—J—"\

O_

0.4

E O.Q_W_er'\\_‘_/\/—«._ ——r—r. o —~——
0 -

Fig. 3. Muestra los cambios en la actividad producida, en cada uno de los periodos de recuperaciéon a
una lesion aguda con pinzas (A). Cadenas con 1 (B), 3(C), 5 (D) y 7 (E) dias de recuperacién en
condiciones de cultivo.
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Como consecuencia de la lesién con pinzas o con hilo, la conduccion de
potenciales de accion a través del conectivo nervioso se interrumpe, por lo que resulta
imposible registrar la propagacion de potenciales de accién producidos por la
estimulacién eléctrica de la parte proximal de la lesion en las raices ténico motoras
distales al lugar de la lesion (compare las figuras 3Ay 2A).

El conectivo nervioso se recupera rapidamente de una lesion ligera (lesion con
pinzas), y en tan sélo un dia de cultivo es posible observar nuevamente la conduccion
de potenciales de accidén que terminan en sinapsis funcionales y producen la actividad
de las motoneuronas de las terceras raices motoras, como se puede observar en la
figura 3 B. Por otro lado, cuando se realiza una lesion mas severa (lesion con hilo), la

recuperacion de la conectividad es mas lenta, como puede observarse en la figura 4 A

Cadenas lesionadas por estrangulacion

con hilo

0.4 -
A 02 ‘, ~
O _
072

0.4

O_

0.4

C 02 —_L’,/\W

0 -
-0.2

Fig. 4. Cambios en la actividad producida, en cadenas con 3(A), 5 (B) y 7 (C) dias de recuperacion en
condiciones de cultivo a una lesion aguda con hilo. Las cadenas recién lesionadas y con un dia de
cultivo carecen de actividad y los registros son equivalentes al de la figura 3 A.
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La figura 4 A muestra el promedio de la actividad de todo el grupo experimental
lesionado con hilo y mantenido durante 3 dias de cultivo. Se puede observar una
diminuta actividad, que resulta de los pocos potenciales provocados. En lo que
respecta a las cadenas recién lesionadas, tras un dia de cultivo, la actividad fue
completamente nula. En las figuras 4 By 4 C se observa que en estas estructuras solo
se llevo a cabo una ligera recuperacion de la conductividad nerviosa.

El efecto de enriquecer el medio de cultivo con NGF sobre la actividad
producida, de las cadenas lesionadas con pinzas o con hilo, se muestra en las figuras
5y6.

Cadenas lesionadas con pinzas y cultivadas en
medio enriquecido con NGF

0.6
0.4

0.4

0.6
0.4 -
C 02 —;L’w—/—/\\,_:/_\—/-\

0.4

D 02 _;H_Nf’\—x-—/’“—’\—uw

Fig. 5. Muestra los cambios en la actividad producida, en cada uno de los periodos de recuperaciéon a
una lesién aguda con pinzas de cadenas mantenidas en un medio de cultivo enriquecido con NGF.
Cadenas con 1 (A), 3(B), 5(C) y 7(D) dias de cultivo.
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En la figura 5 se observa que el efecto del enriquecimiento del medio de cultivo
en las cadenas lesionadas con pinzas fue una actividad superior a la observada en el

grupo sin NGF, (Fig. 3).

Cadenas lesionadas con hilo y cultivadas
en medio enriquecido con NGF

0.4 -
A Q2 N N

-0.2 -

0.4

B 0.2 WHN———/\

0.4
C Qz

0.4
D o2 ——

Fig. 6. Muestra los cambios en la actividad producida, en los periodos de 1 (A), 3(B), 5(C) y 7(D) dias en
recuperacion de una lesion aguda con hilo en cadenas mantenidas en un medio de cultivo enriquecido
con NGF.

Otro efecto producido al enriquecer el medio de cultivo con NGF sobre
las cadenas lesionadas con hilo, fue un rapido restablecimiento de la comunicacion, lo

gue se infiere de la obtencion de una pequefa respuesta en el dia uno posterior a la
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lesién (Fig. 6 A). En contraste el grupo sin NGF tuvo la primera respuesta en el dia tres
post lesion (Fig. 4A). Se aprecia, sin embargo que las respuestas del grupo con NGF
no son mas robustas que las del grupo sin el mismo ya que carece de efecto en los
dias de cultivo restantes (3, 5,y 7, Fig. 6 B, C, D respectivamente).

Los resultados que se presentan en la figura 2 muestran que en los cultivos
existe una reduccidon progresiva de la respuesta, que esta vinculada al periodo de
cultivo, esto complica determinar con exactitud el efecto que tiene la lesion o el NGF.
Por esa razon decidimos analizar como el tiempo de cultivo afecta algunos parametros
de la respuesta eléctrica, como el numero de espigas y area bajo la curva de las
mismas. La finalidad de este analisis fue poder descontar el efecto que ejerce el

tiempo de cultivo del efecto de la lesion y del enriqguecimiento del medio de cultivo con

NGF.
Promedio del numero de espigas

A @ Cadenas B Cadenas
© intactas o intactas
2 B Lesionadas i) 8 LP+NGF
o 6 . o
" con pinzas I
@ g ) o
2 O Lesionadas g B LH+NGF
o 2 con hilo o
5 0 [ 1]
E g
> 0 1 3 5 7 z 0 1 3 5 7

Dias de cultivo Dias de cultivo

C @ Cadenas D @ Cadenas
@ intactas w intactas
> B Lesicnadas S Lesionadas
s 6 . s 6 .
" con pinzas ry con hilo
v g4 ¢ 4
o B LP+NGF @ B LH+NGF
T i T
2o 2o
2 0o 1 3 5 7 Z 0 1 3 5 7

Dias de cultivo Dias de cultivo

Fig. 7. Muestra el promedio del nimero de espigas en cada uno de los grupos control y experimentales
con su respectiva desviacion estandar. En la grafica A se muestra el grupo control comparado con los
grupos de lesion con pinzas (segundas barras iluminadas) e hilo (barras claras). En B se muestra el
grupo control comparado contra los grupos lesionados en medio con NGF. En C y D, se compara el
control con los grupos respectivos de lesion tratados o no con NGF. LH lesion con hilo, LP lesién con
pinzas
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En la figura 7 se compara el promedio del nimero de espigas de cada grupo
experimental contra el control de cada periodo de cultivo. Algunos datos aparecen en
mas de una figura para facilitar la comparacion. La tabla 1 del apéndice VI muestra el
analisis estadistico de la distribucion de “t" de Student empleada con el fin de
determinar si las diferencias entre los grupos resultaron significativas (Wayne W. D.
1979).

La figura 7 A compara el niumero de espigas observadas en las cadenas control
(0, 1, 3, 5y 7 dias de cultivo) con los dos grupos lesionados (pinzas o hilo). En el dia
0, las cadenas recién lesionadas no presentan respuesta, a diferencia, de los
controles. El nimero de espigas en los controles muestra diferencia significativa
después de los 7 dias de cultivo, con una reduccion del 20% (p .05).

Se observé una reduccién general en el nUmero de espigas como consecuencia
de las lesiones, esto puede apreciarse en la grafica A de la Fig. 7. Aunque el analisis
estadistico por pares (Ej. control dia 1 vs., lesién dia 1) no muestra diferencias
significativas para el primer dia entre la actividad control y la lesiébn con pinzas (ver
apéndice VI tablal), sin embargo, en un analisis global, es decir, comparando el grupo
experimental con el grupo control, a través de todos los dias que dura el experimento
se encontrd que es significativamente menor. La razén por la cual en el analisis
presentado en la tabla 1 no muestra diferencia significativa es la enorme variabilidad
de la respuesta.

El efecto de enriquecer al medio con NGF sobre las cadenas lesionadas con
pinzas fue incrementar el nimero de espigas, bajo este criterio es imposible distinguir
entre las cadenas lesionadas y el control en el dia 5 e incluso resulta
significativamente mayor el nimero de espigas en el grupo con NGF que en el control
después de 7 dias de cultivo. Por su parte, el efecto del NGF sobre las cadenas
lesionadas con hilo fue disminuir el tiempo de recuperacion a la lesion Fig. 7 D, pero
resulté ser incapaz de incrementar el nimero de espigas en los dias posteriores al

primero.
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La figura. 7 B, compara el efecto del NGF entre los dos grupos lesionados y el
control, se observa que el grupo lesionado con pinzas presenta mas espigas que el
lesionado con hilo.

La figura. 7 C compara la actividad entre el grupo lesionado con pinzas, su par

donde se administr6 NGF y el control. Se observa un incremento en el nimero de
espigas como consecuencia del NGF.
El NGF mejord la respuesta de las cadenas lesionadas de manera temprana como
puede observarse en la figura 8. Dicha figura muestra el porcentaje de cadenas que
fueron capaces de conducir algin potencial de acciéon a través del sitio de la lesion,
resultado de dividir el nUmero de cadenas que presentaron actividad producida entre
el nimero de cadenas que sélo presentaron actividad ténico motora (vivas).

En la figura 8 A, se puede observar que el 100% de las cadenas intactas que
presentaron actividad espontanea, también presentaron actividad producida durante
todos los dias de cultivo, por su parte en las lesionadas con pinzas se pudo observar
gue mas 50% de las cadenas con actividad ténico motora condujeron potenciales de
accion después de un dia de cultivo y el 100% de las cadenas respondieron a partir
del dia 3 de cultivo hasta el ultimo dia. Por otro lado, en esa misma figura se muestra
gue la totalidad de las cadenas lesionadas con pinzas a las que se les agregd NGF

presentaron actividad eléctrica producida desde el primer dia de cultivo.

Fig. 8. Muestra el porcentaje de cadenas con respuesta a la estimulacion eléctrica después de 0, 1, 3,5
y 7 dias de cultivo. Con o sin lesion y lesionadas mas NGF. L. H. Lesionadas con hilo L. P. Lesionadas
con pinzas P. R. Preparaciones con respuesta. P. T. Preparaciones totales con actividad tonico motora.
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En la figura 8 B, se puede observar que el 20% de las cadenas lesionadas con
hilo presentaron actividad eléctrica producida hasta después de tres dias de cultivo y
se observa el maximo de recuperacion a partir del dia 5, en aproximadamente el 60%
de las cadenas. Por otro lado, el 50% de las cadenas mantenidas en medio
enriquecido con NGF, mostraron actividad eléctrica provocada desde el primer dia de
cultivo, permaneciendo constante este valor hasta el dia 5. En el dia 7 se presentd un
incremento en este porcentaje elevandose hasta 80%.

La figura 9 muestra el promedio del area de los potenciales de accion de cada
grupo en los diferentes periodos de cultivo. Para ello se evalu6 el area de las espigas
en cada trazo y se promedio con los de su grupo. Se representan en unidades
arbitrarias (aunque estrictamente son voltaje por duracion) y en forma normalizada que
resulta de dividir el area de cada grupo entre el area del grupo control respectivo (0, 1,
3, 5, 7 dias de cultivo).
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Fig. 9. Se muestra el area bajo la curva de los trazos de los potenciales de accion provocados de cada
uno de los grupos (A, C, E) y los datos normalizados para facilitar su comparacion (B, D, F).

El grupo de lesién con pinzas presenté una rapida recuperacion, sin embargo
fue incapaz de mantener una respuesta robusta después de tres dias de cultivo (Fig. 9
A'y B), también resultd sorprendente que el NGF incrementara hasta 2.5 veces el area
de los potenciales de accién de las cadenas lesionadas con pinzas con respecto al
control (Fig. 9 C y D). Sin embargo, en lesiones severas el efecto del NGF fue
realmente notorio hasta el final del periodo de cultivo, resultando superior al de su
contraparte sin NGF en casi 100%, no obstante, aunque asi lo sugiera el resultado,

debido a la dispersion de los datos, las diferencias apenas resultaron significativas;
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también es posible observar en la figura 9 E y D, que las tendencias de recuperacion

son relativamente parecidas y siempre estan muy por debajo de las cadenas control.
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Efecto agudo de la aplicacion de NGF sobre cadenas intactas

En la figura 10 se muestra el efecto de la aplicacion de NGF, sobre la actividad
eléctrica provocada y espontanea de una cadena ganglionar recién obtenida, después
de tres dosis acumulativas de NGF. El registro tiene una duracion de dos minutos. El

artefacto que se produce entre el segundo 40 y 50 se observa como consecuencia de
la aplicacion del NGF.

[ %]
canal 2
volt

canal 1
volt

IIIIIII\\\IIII\\\IIIIIIII\\III\\\\III\IIIII\IIII\\\\IIII\\IIIIIIIII\\\\III\‘\\IIII\IIII\\IIII\\‘\IIII\IIII\IIII\\IIIS
0 10 20 30 40 50 60 70 80 a0 100 110 120

Fig.10. Registro simultaneo de las dos raices ténico motoras entre los ganglios 3 y 4 de la cadena
ganglionar abdominal del acocil. Los trazos grandes corresponden a los periodos en los que se estimuld
eléctricamente la cadena ganglionar entre el segundo y el tercer ganglios abdominales mientras que los
trazos comprendidos entre los segundos 30 y 60 corresponden a actividad eléctrica espontanea. Las
ondas de gran tamafio que se observan entre los segundos 40 y 50 del registro corresponden al periodo
en que se aplico la cuarta dosis de NGF. Estos registros fueron obtenidos con electrodos de succion y
los datos fueron capturados y analizados con el sistema Spike 4.

Es importante hacer notar que después de la aplicacion de NGF, la actividad
espontanea en la raiz ténico motora (RTM) que se registra en el canal 2 se ve
notablemente deprimida, mientras que la actividad espontanea del canal 1 se ve poco
afectada y muestra incluso un pequefio incremento a los pocos segundos. Esto se
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observa méas claramente al disminuir la escala de tiempo del registro de la figura 10
como lo muestra la figura 11. En ella se detecta una serie de ondas correspondientes
al artefacto generado por la aplicacién del NGF. Previo a las ondas de baja frecuencia,
se puede observar una onda negativa rapida en ambos canales, la cual coincide con el
momento de contacto de la punta de la micropipeta con el medio. La actividad en la
raiz del canal 2 cesa practicamente al contacto con la solucion de NGF, mientras que
la del canal 1 permanece casi inalterada. Como consecuencia del cambio en el patron
gue se venia observando en el registro, se inspecciond visualmente si el micro
electrodo se encontraba succionando el tejido en su posicion original, sin detectar
cambio alguno, y se corroboré que el tejido estuviera bien unido a la punta del
electrodo de registro. Se continud con el protocolo de estimulacion y se pudo observar
gue la actividad producida no desaparece (Fig. 15).

Las figuras siguientes ilustran con mayor detalle el fenémeno. En la figura 12 se
muestra un trazo de la actividad espontanea varios milisegundos después de introducir
la punta de la micropipeta. Se observa con mayor claridad una onda negativa que
coincide con el momento de contacto de la punta de la micropipeta con el medio, en
seguida se observan ondas de baja frecuencia que coinciden con la liberacion del NGF
al medio y la desaparicién en el canal 2 de las ondas de alta frecuencia que
corresponden a la actividad eléctrica espontanea, pero esto Ultimo no ocurre en el
canal 1.

La figura 5 muestra que la actividad espontanea en el canal 2 desaparecio
completamente, incluso antes de la salida de la punta de la micropipeta (deflexion
rapida y positiva antes del segundo 44.75). En el canal 1 se registro la actividad

espontanea sin cambios aparentes.

76

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

Fig. 11. En esta figura se muestra un segmento temporal entre los segundos 33 y 59 de la figura 18. La
finalidad fue mostrar la modificacion diferencial de la actividad espontanea en las dos raices tonico
motoras. Con una flecha se sefiala el momento en el que se aplica el NGF. Observe que la actividad
espontanea en la raiz del canal 2 desaparece mientras que en la del canal 1 se mantiene. Las ondas de
baja frecuencia corresponden al artefacto eléctrico producido al introducir la punta de la micropipeta y el
NGF al medio de registro. La dosis sefialada es la acumulativa. Nota sefial amplificada 5000.
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Fig.12. Se muestra el momento de introduccién de la pipeta para la aplicacion de NGF. Las flechas
sefialan la actividad espontanea. En el canal 1 se observa ondas de ruido eléctrico de 60Hz claramente
distinguibles de la actividad espontanea. La deflexion negativa corresponde al contacto de la punta de la
micropipeta con el medio.
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Fig. 13. Muestra el cambio en la actividad eléctrica espontanea tras la aplicacién de NGF. Observe que
la actividad espontanea en el canal 1 persiste mientras que la raiz registrada en el canal 2 esta silente

Figura 14.- En esta figura se muestra el fin del registro de la actividad espontanea y el inicio de la
actividad producida. Observe que en ambos canales existe respuesta provocada, y que la actividad
espontanea se encuentra completamente silente en el canal 2 mientras que persiste en el canal 1.

La persistencia de actividad producida (evocada) en el canal 2 es una prueba
de que el electrodo permanecié en su lugar y con la misma calidad de succién, esto se

ilustra en la figura 14.

78

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

En las figuras 15 y 16 se muestra la actividad producida previa y posteriormente
a la aplicacion de NGF.

153 Artefacto del estimula Resplljesta
3 1y
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N
canal 2
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I~ Wﬁ o

-0.5

_
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Fig. 15. Actividad producida al estimular la cadena ganglionar ventral entre el segundo y tercer ganglios
abdominales previo a la aplicaciéon de la 4ta dosis acumulativa de NGF (en cada dosis se aplicaban
aproximadamente 75ng/ml de medio).El estimulo aplicado (7V, 1ms) paso por una unidad de
aislamiento para voltaje (x1) conectada a un electrodo de estimulacion bipolar de platino (con micro
puntas separadas por Imm aprox.).

Fig. 16. Muestra el mismo tipo de actividad que en la figura 15, después de unos segundos de aplicada
la dosis de NGF. Note en el canal 1 aparicién de espigas “tardias”, y una disminucion del primer
componente, mientras que en el canal dos desparecen las espigas “tardias” y aparecen componentes

rapidos parecidos al inicio de una rafaga de actividad.
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La actividad provocada se vio afectada de manera diferencial, como se observa
en la figura 15. La raiz registrada en el canal 1 muestra una espiga Unica con una
latencia de 5ms aproximadamente la cual disminuye tras la aplicacion de NGF y
aparecen espigas de latencias mayores a los 20ms (Fig.16). A diferencia de lo anterior
la raiz registrada en el canal 2 presenta en un inicio espigas con latencias superiores a
los 20ms, e igual que la del canal 1 una espiga principal con una latencia aproximada
de 5ms. Al agregar NGF las espigas de latencia superior a 20ms desparecen y en su
lugar aparece una nueva espiga con una latencia aproximada de 12ms, mientras que
la espiga de 5ms se incrementa. En las figuras 17 y 18 se muestra el promedio de la
actividad producida antes y después de la aplicaciéon del NGF, para cada uno de los

canales respectivamente.
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Fig. 17 Muestra el promedio de la actividad producida antes y después de la aplicacion de NGF en el
canal 1. Se destaca la disminucion en la amplitud de la primera espiga (con latencia de 6ms) mientras
gue aparece una nueva espiga con una latencia de aproximadamente 8.5ms. Por otro lado, se observa
qgue al promediar la actividad desaparecen las espigas con latencia superior a los 20ms.

En ambas figuras (17 y 18), desaparecen los componentes con latencia superior a los
15ms, lo que se debe a la inconsistencia de su periodo de latencia. Las causas por las

cuales se presenta esta inconsistencia no las conocemos aunque es posible que
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corresponda a la activacion alternativa de diversos circuitos neuronales. Por otro lado,
se hace claro el contraste del efecto del NGF en el registro simultaneo de cada una de
las raices, ya que mientras en la raiz del canal 1 se abate la amplitud del primer
componente (Fig. 17), en la del canal 2 se incrementa. Sin embargo parecen compartir
la aparicion de nuevas espigas con un periodo de latencia mayor. El posible
significado funcional de esto sera discutido mas adelante, pero en principio sugiere
gue la actividad presinaptica se vio afectada.

Los registros que se muestran en las figuras 1 a 6 fueron realizados mediante
electrodos de gancho de platino e iridio, mientras que, los registros de las figuras 10 a

18 fueron obtenidos con electrodos de succion.
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Fig. 18. Muestra el promedio de la actividad eléctrica producida antes y después de la aplicaciéon de
NGF en el canal 2. Se destaca el gran incremento en la amplitud de la primera espiga con latencia
aproximada de 7ms y la aparicion de una segunda espiga con una latencia aproximada de 12ms.
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Observaciones Histoldgicas

Con objeto de tener una aproximacion objetiva de la magnitud del dafo
producido por cada caso y el grado de recuperacion a nivel estructural, decidimos
realizar el estudio histolégico de cadenas lesionadas, en circunstancias equivalentes a
las realizadas en el estudio electrofisiolégico. Para lograrlo, se realizaron cortes
longitudinales en serie en cadenas no lesionadas, recién lesionadas con pinzas o con
hilo, y los diferentes tiempos de recuperacion. Cortes histoldgicos realizados en
parafina de entre 10 y 20pum, fueron tefidos con la técnica tricromica de Masson para
su analisis, mostraron los siguientes resultados:

La lesion con pinzas produjo la separacion de tejido conectivo nervioso en su
totalidad. Sin embargo, la vaina quedoé integra. El segmento rostral a la lesién mostro
la formacién de un cono, que fue resultado de la orientacion y la forma de pinzado
(Fig. 19 B). La separacion producida entre los mufiones resulté con un minimo de
75um y un maximo de 1.4mm en las regiones mas distantes.

Por otro lado, al igual que en el control (Fig. 19 A), en las cadenas recién
lesionadas no se observa ninglin movimiento de células de la microglia o glia adaxonal
(Fig. 19 B), cuyos nucleos se encuentran fuertemente tefiidos y es posible observarlos
como puntos negros de aproximadamente 5um a 8um, alineados longitudinalmente en
“filas”, dicho arreglo se interrumpe, pero no se pierde, con la lesion.

Después de un dia de cultivo tras la lesién con pinzas, en la figura 19 C, se
puede observar el avance de nuevas neuritas que invaden el espacio libre entre los
dos mufiones y que atraviesan el sitio de la lesion, aparecen como filamentos tefiidos
de rosa palido acompafiados de nudcleos ovales tefiidos en negro, mismos que
pertenecen a la glia adaxonal (Gonzalez del Pliego y col. 1998), que se encuentra
estrechamente asociada a las nuevas ramificaciones.

Después de tres dias de cultivo tras la lesion con pinzas, se puede observar que
la glia adaxonal se ha concentrado en la regiéon lesionada, aparentemente en mayor

cantidad en la region anterior y que las fibras nerviosas han cruzado por completo el
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sitio de la lesion, sin embargo existen libres espacios remanentes (19 D). Al cabo de 5
dias de cultivo es posible observar claramente restos de tejido necrético en forma de
restos tisulares pigmentados en negro y disociados del resto del tejido (figura 19 E).
Por otro lado, el espacio libre entre los mufiones se encuentra mas reducido que en su
contraparte de 3 dias y se observa que la glia adaxonal empieza a ordenarse forma de

hileras asociada al tejido nervioso de manera parecida a la del control (19 A).

Fig. 19. Se muestra los cambios estructurarles y su evolucion después de una lesién aguda con pinzas.
A control, B recién lesionada; C, D, E, F: 1, 3, 5y 7 dias de cultivo respectivamente. Ver el texto para su

explicacion.
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Al cabo de 7 dias después de la lesion con pinzas (figura 19F), se observa un
arreglo histolégico muy parecido al control, aunque persisten restos tisulares

necréticos y desorganizacion de la vaina que envuelve la cadena ganglionar.
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Fig. 20. Micrografias de cadenas lesionadas con hilo. A control, B recién lesionada; C,

D, E, F: 1, 3,5y 7 dias de cultivo respectivamente. Ver el texto para su explicacion.
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Por otro lado, la lesién con hilo (Fig. 20), produjo un fuerte aplastamiento de las
fibras del conectivo nervioso, sin que necesariamente hubiera una separacion inicial
del tejido. La lesion principal se extendio alrededor de 400um, pero se observa dafo
estructural hasta cerca de 800um, lo que es menor longitudinalmente que la lesion con
pinzas. El aplastamiento produjo, posteriormente, la retraccion del tejido y su
separacion, por lo que después de un dia de cultivo (Fig. 20 C), se observa una
separacion entre los mufiones de aproximadamente 300 um. También es posible
observar la presencia de necrosis, la compactaciéon de la vaina, una fuerte
desorganizacién general, la presencia de numerosas células de la microglia en el sitio
de la lesion y una asimetria entre las regiones rostral y caudal a la lesion, es decir, que
mientras en una se conservan las neuritas, en la otra (regién caudal a la lesion) la
desorganizacion es completa.

Después de tres dias de cultivo, se observa una descompresion de la regién
lesionada, aunque persiste una importante reduccion del ancho de la cadena
lesionada comparada con el control (del orden de un 40%). Esta descompresion
genera espacios libres por donde pueden crecer nuevos procesos nheuriticos. Es
posible observar también tejido neuritico que atraviesan el sitio de la lesiébn aunque
suele quedar enmascarado por la fuerte tincion que produce el tejido necrético.

Después de 5 dias de cultivo, (figura 20 E) el tejido se ha descompactado casi
por completo. Se puede observar que el espacio generado por la lesién es invadido
por nuevos procesos neuriticos y que la glia adaxonal empieza a mostrar su
distribucion caracteristica. Todo ello se acentia aun mas después de 7 dias, (figura 20
F) lo que no significa, sin embargo que la apariencia del tejido sea normal.

La figura 21 muestra la distribucion de las células de la glia adaxonal antes y
después de lesionar la cadena ganglionar por aplastamiento con pinzas. Se puede
observar que antes de la lesion la distribucion es homogénea pero relativamente
ordenada. Poco después de la lesién, (1 hora), se puede observar que se ha generado
una discontinuidad en el tejido nervioso que es equivalente a la observada en la figura

19 B (recién lesionada)
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En la preparacion recién lesionada la microglia es desplazada mecanicamente
del sitio de lesion hacia los costados, lo que deja a la lesion practicamente libre de
estas células. Hay también homogeneidad en cuanto a la distribucion de las células en
las regiones rostral y caudal.

Al cabo de un dia de cultivo, se observa sobre todo en la regién rostral, que
algunas células de la microglia han penetrado en la lesion, (lo que apoya lo observado
por Gonzélez del Pliego y col. 1998) y sus nucleos se ven apifiados en los bordes de

la lesion y el area circundante.
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Fig.21.Cadenas tefiidas mediante la técnica de Hoechst, recién obtenida A, recién lesionada B y un dia
de cultivo C. Los puntos brillantes corresponden a nucleos de la microglia. Region ventral. 10X
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Deteccion del TRK A

En la figura 22 se muestran los resultados obtenidos de los experimentos de
inmuno detecciéon de TRK A. Se pueden observar diferentes bandas inmunorreactivas,
de las cuales la de 140KDa corresponde a la posible presencia de TRK A. En los
carriles 1 y 2 se muestran los controles para falsos positivos;, en los cuales se omitio
la incubaciéon con el primer anticuerpo; en los carriles 3 y 4 se muestran las pruebas
positivas. Cada uno de los carriles corresponde a la corrida electroforética de las
siguientes muestras:

Carril Alicuota corrida
1 Inmunoprecipitado de la cadena ganglionar del acocil

sin el primer anticuerpo

2 Homogeneizado de cerebro de rata sin primer
anticuerpo

3 Homogeneizado de cerebro de rata con anticuerpo
anti TRK A

4 Inmunoprecipitado de la cadena ganglionar del acocil

con anticuerpo anti TRK A

Las bandas presentes en el carril uno corresponden a los restos de los
anticuerpos empleados para la inmunoprecipitacion, mientras que el carril dos esta
libre de cualquier banda ya que el cerebro de rata neonata tiene concentraciones
suficientes de TRK A que hacen innecesario inmunoprecipitarlo. El carril tres muestra
una Unica banda muy intensa que corresponde a la presencia de TRK A. En el carril
cuatro se observan 4 bandas, la de mayor peso molecular es equivalente a la del
control positivo y podemos estar razonablemente seguros de que se trata de TRK A.
Las bandas de bajo peso molecular presentes en el carril cuatro corresponden a los
restos de inmunoglobulinas. Por otro lado, existen otras tres bandas de peso molecular

superior a 50KDa, de las cuales las dos mayores podrian corresponder a isoformas del
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receptor. Debe afadirse que en la literatura no se encuentra reporte alguno sobre
ellas. La mas pequefia podria ser una fraccion del receptor original que podria haberse
producido como consecuencia de las condiciones desnaturalizantes del procedimiento,
sin embargo, tampoco se puede descartar que trate, al igual que las anteriores, de una

isoforma del receptor.

140KDa — )

| 2 3 4
Figura 22.- En el carril 1, se muestra un control para falsos positivos, en el cual se corrié el inmuno
precipitado de acocil sin agregar el anticuerpo anti TRK A; en el carril 2 se muestra un control para
falsos positivos en el que se corrié el homogeneizado del cerebro de una rata neonata (CNR) sin el
anticuerpo anti TRK A; en el carril 3 se muestra el control positivo para TRK A en el que se corri6 el
homogeneizado del CNR con el anticuerpo anti NGF; en el carril 4 se corrié el inmunoprecipitado de
acocil. Obsérvese en este Ultimo la presencia de una banda de 140Kda correspondiente al
reconocimiento de TRK Ay 3 bandas de inferior peso molecular, las que podrian corresponder
isoformas del receptor no reportadas en la literatura
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DISCUSION

Evolucién de la recuperacion y efecto del NGF en las condiciones de cultivo de

tejidos

Una consecuencia de mantener las cadenas ganglionares en condiciones in vitro es
la disminucion de las actividades espontanea y provocada, se puede atribuir a que con el
pasar de los dias la preparacion se deteriora, segun se muestra en la figura 2.

Los resultados obtenidos de los cultivos de érganos demuestran que la cadena
ganglionar sobrevive y se recupera a una lesion, a través del crecimiento de procesos
neuriticos que atraviesan el sitio de la lesibn que se reconectan mediante sinapsis
funcionales. Dicho de otra forma, las fibras lesionadas muestran regeneracion. La cinética
de recuperacion es muy superior a la que se reporta en otros trabajos, en los que la lesién
se realizé en animales, a los que se les permitié sobrevivir hasta 90 dias (Bittner y col.
1974, Gonzalez del Pliego y col. 1998). Las diferencias mas notables entre las situaciones
de un animal lesionado y las de los cultivos de érganos son que, en estos se mantienen las
siguientes condiciones: absoluta inmovilidad, presencia de factores tréficos contenidos en
el suero fetal bovino, libre paso para las neuritas a través del sitio de lesién, condiciones
ambientales constantes enriquecidas con oxigeno en altas concentraciones, uso de
antibiéticos y, en su caso, de factor de crecimiento nervioso (NGF). Se sefiala al libre paso
de las neuritas a través del sitio de lesién, porque cuando se lesiona la cadena ganglionar
en un animal, se llevan a cabo reacciones tempranas que se pueden extender hasta por
meses, como por ejemplo la hemorragia, la formacion de coagulos, tanto en la lesion como
en su periferia, la transformacion de los coagulos en tejido fibroso al cabo de un par de
dias y que permanece por varios meses, la deformacion del exoesqueleto el cuél se cierra
con dificultad, y suele presentar bordes engrosados, las infecciones e incluso la necrosis
del tejido. Este conjunto de factores son una barrera fisica sumamente importante que

podria impedir el que las fibras nerviosas que inician su crecimiento atraviesen el area
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lesionada. En condiciones de cultivo de tejidos todos estos inconvenientes se ven
eliminados.

En lo que respecta a la reproducibilidad de los resultados, que se muestran, se

puede afirmar que es viable debido a los siguientes motivos: 1) La lesion con pinzas se
realiz6 con una pinza recta estandar (No. 5), la cual se cerr6 con firmeza por tres
segundos, evitando con ello cambios importantes en la fuerza aplicada que pudiera romper
la cadena. Posibles ajustes, de la fuerza requerida se detectaran con el registro
electrofisiolégico que se lleva a cabo inmediatamente después de la lesidn. 2) Las lesiones
con hilo se realizaron siempre con el mismo tipo ceda quirlrgica de cinco ceros, La fuerza
gue se aplica nunca sera tan grande que rompa la vaina.
Por otra parte la pérdida de la conductividad de potenciales de acciéon en el 100% de las
cadenas ganglionares recién lesionadas, muestra la pérdida completa de la excitabilidad
del area lesionada, aun cuando no haya habido la ruptura de las fibras nerviosas, mientras
gue el analisis histologico dichas las lesiones demuestra la interrupcion fisica de la
continuidad de las fibras nerviosas. Por ello, nos parece pertinente sefialar que tanto la
lesiobn con hilo como la lesién con pinzas fueron efectivas para seccionar el tejido
conductivo.

La lesion con pinzas presentd una recuperacion mas precoz que la infringida con
hilo. Es posible que esto se deba al hecho de que la vaina se pudo haber convertido en
una barrera mecanica para el paso de las nuevas neuritas. Al estrangular las cadenas con
hilo, la vaina se deforma y produce un “cuello de botella”. De acuerdo con los resultados
histoldgicos, el tejido se compactd lo que pudo haber impedido el paso de los procesos
neuriticos y la microglia a través de la lesion. En apoyo a esta idea esta el hecho de que el
poner objetos en el la ruta de reconexién de las neuronas impide el paso de los axones y
demora el proceso de recuperacion (Guth L., y col.1981).

La recuperacion en el caso de la lesion con pinzas es sorprendentemente rapida ya que en
s6lo un dia de cultivo (24 a 32 horas) post lesién se pueden observar una recuperacion en
la conductividad nerviosa. Esto podria implicar un rapido crecimiento de las fibras

nerviosas y necesariamente una rapida reconexion, ya que los potenciales registrados en
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las raices ténico motoras son de tipo post sinaptico. Existe, sin embargo, la posibilidad de
gue no todas las fibras nerviosas se interrumpan con la lesién y entre ellas precisamente
estuvieran las que estan vinculadas con los circuitos neuronales que producen actividad
de las motoneuronas tonicas. Mas aun pudiera presentarse el caso de que la lesion fuera
lo suficientemente fuerte para que las membranas plasmaticas quedaran inexcitables
inmediatamente después de la lesion y al cabo de unas horas (24 a 32) los mecanismos
celulares las hubieren reparado, lo cual no requiere del crecimiento de neuritas ni del
establecimiento de nuevas sinapsis. Aunque es poco probable esta posibilidad ya que el
andlisis de los cortes seriados muestra que se lesiona practicamente todo el tejido
nervioso.

La recuperacion, a cualquiera de los tipos de lesién infringidos se presenta primero
en los componentes que se conducen con mayor velocidad, y posteriormente en los mas
lentos, lo que va acorde con la dindmica de los axones, de los que sabe que poseen
mecanismos de transporte intracelular mas rapidos en las fibras con grueso calibre (Scott
T. 1993). Nuestros datos nos permiten concluir que en 3 dias la cadena se ha recuperado,
practicamente por completo, de una lesion con pinzas, misma que in vivo tarda mas de 90
dias (Gonzélez del Pliego y col. 1998). Trabajo realizado en nuestro laboratorio muestra
que in vitro existe un crecimiento de varios milimetros de las fibras que abandonan ambos
mufiones de cadenas ganglionares seccionadas en un solo dia de cultivo (datos no
publicados). Este crecimiento es suficiente para atravesar el espacio que se produjo entre
los extremos de la lesion en cualquiera de los protocolos de lesidn que seguimos en este

trabajo.

TRK Ay efectos agudos del NGF

Hasta ahora solo en pocas especies de invertebrados se ha demostrado la
presencia de neurotrofinas 0 sus receptores; en consecuencia, poco se sabe respecto a su
funcibn en el desarrollo, crecimiento y reparacion del sistema nervioso de los

invertebrados. Sin embargo, han sido vinculadas con la plasticidad neuronal, la
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sinaptogénesis, la inhibiciéon postsinaptica, el crecimiento neuronal (Moreno y col. 1998),
asi como la modulacion de la activacion de las cinasas reguladas por sefales
extracelulares que intervienen en la facilitacion a largo plazo (memoria) (Ormond et al.,
2004).

Nuestros resultados muestran la presencia del TRK A en el tejido nervioso del
acocil asi como de un conjunto de moléculas inmunorreactivas adicionales. El TRK A esta
presente en la banda de la Fig. 22, con un peso molecular de 140 Kda, equivalente al peso
molecular del TRK A de la banda del tejido control (cerebro de rata neonata). Las bandas
de menor peso molecular de las cuales la mas destacada posee un peso aproximado de
70KDa, podrian ser isoformas o formas truncas, o bien componentes disociados del
receptor. Nada de esto ha sido reportado en la literatura y su posible funcion queda aun
por ser investigada.

A la fecha, se han identificado cerca de 5 phyla de invertebrados que poseen
receptores tipo TRK, lo que indica que las neurotrofinas y sus receptores se encuentran
ampliamente distribuidos en el reino animal. Se desconoce si existen otros receptores a
neurotrofinas en crustaceos por lo que seria interesante indagar la presencia del receptor
de baja afinidad a neurotrofinas p75, asi como de otros posibles receptores en especies
como el acocil. Mas interesante resulta aun la posibilidad de que en estos animales haya
receptores a neurotrofinas diferentes a los que se han descubierto en vertebrados.

Algunos trabajos (Moreno y col., 1998) parecen excluir en el calamar la presencia
de otros receptores de alta afinidad a las neurotrofinas diferentes al TRK A. Si esto se
generaliza a los moluscos, anélidos y artropodos, supondria que las formas “B” y “C” del
TRK fueron una adquisicion de la linea de los cordados una vez que radiaron los
celomados. En apoyo a esta idea, el AmphiTrk un TRK que se presenta en el anfioxo, es
capaz de unir NGF, BDNF, NT3 y NT4 (Benito Gutiérrez E., y col. 2005).

La presencia de TRKA en invertebrados celomados, sugiere que existe o existié un
ancestro comun antes de su separacion de los acelomados, con un papel funcional que
gueda por ser caracterizado. Sin embargo, resulta importante indagar la presencia de

dicho receptor en los acelomados lo que incluye un nimero grande de phyla. Pensamos
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gue resultaria interesante determinar su presencia y funcién, por ejemplo, en Cnidaria, ya
gue en este grupo que posee uno de los sistemas nerviosos mas primitivos en animales,
las neurotrofinas podrian estar involucradas en la génesis misma del sistema nervioso. En
ausencia de estas, por otra parte, podriamos suponer que su papel podria asociarse con
un incremento en la complejidad del mismo. Para mayor detalle en la informacion acerca
de la evolucién de los receptores tipo TRK, se pueden consultar los trabajos de van
Kesteren y col., 1998 y Benito y col. 2006.

El efecto farmacoldgico de la aplicacion aguda de NGF sobre la actividad eléctrica
de la cadena ganglionar (figuras 11-18), sugiere fuertemente que uno de los posibles
papeles de las neurotrofinas sobre las neuronas de invertebrados sea la modulaciéon de
vias nerviosas especificas. Para demostrarlo, sin embargo requeririamos extender
nuestros estudios a fin de determinar su relevancia fisiolégica sobre redes nerviosas
especificas, asi como establecer que tipo de receptor se asociaria con ésta respuesta.

Los registros electrofisiolégicos en los que se realizo la aplicacion aguda de NGF,
muestran que después de 10 minutos de su aplicacion se presenta una disminucion
general de la actividad producida. Esto sugiere la participacion del receptor TRK A en las
motoneuronas postsinapticas al sito de estimulacion, resultados que son consecuentes con
los datos reportados por Moreno y col. (1998).

Sin embargo, queda por investigar las causas del efecto excitador que se produce
pocos segundos después de la aplicacion del NGF, al igual que la aparicién de nuevas
ondas, cuando se aplican concentraciones de dicho factor inferiores a los 100ng. Es
probable que el NGF produzca una inhibicién sobre interneuronas inhibitorias que afectan
la activacion de las eferentes motoras sobre todo de las eferentes de mas pequefio calibre,
aunque es posible también que se produzca un incremento de la actividad de dichas
motoneuronas (3, 4 0 5) de manera directa. Queda entonces por ser investigado con mas
detalle el efecto del NGF sobre las motoneuronas ténicas y sus circuitos, asi como los
receptores moleculares implicados en el proceso. Es importante considerar que el NGF

gue se empled se obtiene de veneno de vibora (apéndice Ill), lo que supone la posibilidad
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de efectos téxicos, lo que apunto a la utilidad de emplear formas activas y altamente
purificadas del BNGF.

La facilitacion en la aparicion de ondas de alto umbral como consecuencia de la
aplicacion de NGF abre la posibilidad de la existencia de alguna via mediada por TRK A
de algun otro tipo de receptor activado por NGF, que podria ser alternativa a la inhibicién
postsinaptica que se ha demostrado en invertebrados (Moreno y col., 1988).

Los resultados que se muestran en las figuras 11-18, sugieren que el NGF puede
producir excitacién en una raiz y e inhibicién en la contralateral. De ser asi es posible que
las neurotrofinas desempefien un papel modulador de la actividad de redes nerviosas
especificas, o que no ha sido abordado de manera puntual en ninglin otro modelo hasta el

momento.
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CONCLUSIONES

1) La cadena ganglionar ventral presenta regeneracion nerviosa in vitro

2) El NGF facilita la regeneracion del tejido nervioso de la cadena ganglionar a una
lesiéon en condiciones in vitro.

3) El tejido nervioso del acocil posee receptores tipo TRK A

4) El NGF exhibe propiedades farmacolégicas que permiten suponer que interactla
con receptores tipo TRK; ademas de comportarse aparentemente como un farmaco
neuromodulador.

5) La cadena ganglionar sobrevive por un periodo relativamente largo en condiciones

de cultivo de tejidos (mas de 7 dias)
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APENDICE |

Material de la seccién de obtencidn de una cadena ganglionar

Cristaleria y Consumibles Equipo de diseccién
Agujas o alfileres nuevos 56 Hilo de seda de cinco ceros, un carrete.
Alcohol de 96 (no reactivo) 12 litros Micro escarpelo de diseccion.
Caja de Petri pretratada con 3mm de Sylgard  Pinza de Adson, puntas de sierra de 12cm.
Cajas de Petri (Nunc) estériles 448 Pinza de cerrado automatico del niimero cinco.
Cristaleria y consumibles Pinza curva del nimero cinco.
Espatulas. Varios tamafios Pinza recta del nimero cinco.

Tijeras curvas tipo Vannas de 8cm y hojas de

Gasas estériles 10cm*10cm 280 3mm.
Lamina de corcho de 7mm espesor: 12cm X
6cm Tijeras de diseccion de 10cm.
Matraz aforado 1000ml| Tijeras de Mayo de 18cm.
Mechero de gas o alcohol
Minutens (alfileres muy pequefios) 4 Equipo General
Pipeta de alta precision 100 | Agitador magnético y mosca
Pipeta de alta precision 1000 | Balanza analitica
Pipeta de alta precisién 20 | Campana de flujo laminar
Pipeta de alta precision 200 | Cuarto de temperatura controlada
Vaso de precipitados 1000ml Incubadora
Vaso de precipitados 150ml| Microscopio de diseccién
Vaso de precipitados 20ml Microscopio invertido

Material de la seccion técnica electrofisioldgica

Cristaleria y consumibles Microscopio invertido

Cables y conectadores diversos Osciloscopio (Tektroniks, Mod. A-300).

Jeringa con canula flexible Preamplificador de AC-DC (Grass, Mod. P511)

Electrodo de referencia, plata Sonda de baja impedancia (Grass, Mod. HIP511)

Tarjeta convertidora AD (Medical Systems, Mod.

Equipo PCM4)

Electrodo de registro Narishige SS1 Unidad de aislamiento de corriente (Grass SIUG6)

Electrodo de estimulacion Narishige SS2 Unidad de aislamiento de voltaje (Grass SIU5)

Jaula de Faraday Unidad de estimulacién (Grass S8800)

Micromanipuladores Video casetera

Peculiaridades del material de la seccién electrofisioldgica.

El electrodo de referencia fue construido con alambre de plata de 1.0 mm, ajustandose a todo el rededor de
las paredes de la caja de Petri pretratada con Sylgar 184, uno de sus extremos fue doblado para internarse en
hacia el centro de la caja, y fue aplanado para generar una plataforma en la que se pudiera poner encima la
mitad de la cadena ganglionar, el extremo contrario fue doblado hacia arriba hasta alcanzar el borde de la caja
y hacia fuera en el plano horizontal para conectarse con un conductor hasta la sonda.

Los electrodos Narishige SS-1 fueron adelgazados hasta 0.500 mm y doblados para facilitar el enganchado de
las raices tonico motoras.

El electrodo bipolar Narishige SS-2 fue modificado al cambiarse sus extremos de platino grueso por alambre
de platino de 0.457 mm en cubierta de teflén.
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APENDICE Il

Soluciones
Solucién para acuario
NaCl 19 0.1%
KCl 0.1g 0.01%
Agregar H,O destilada 950m 95%

Ajustar pH con NaHCO;

7.34 en agitacién y burbujeo de aire constante

Aforar con H,O destilada

1 litro

Amortiguadores de pH

PBS
NaCl 80g
KH,PO, 29
KClI 29
Na,HPO, 11.649
Ajustar a Ph De 7.30a 7.40
Aforar con H,O 1 litro

Nota. Si es Na,HPO, 2 H,O agregar 14g y si es Na,HPO, 2 H,O agregar 25g

RIPA
TRIS 0.2442g 40mM
NaCl 0.4383g 150mM
EDTA 0.0380g 2mM
Glicerol 5ml 10%
Triton x-100 0.5m| 1%
Desoxicolato de sodio 0.25g 0.5%
SDS 0.1g 0.2%
Aforar con H,O 50ml
Soluciones, antibidticas, salinas y de cultivo.

Solucién antibiética de penicilina

Bencilpenicilina procainica 600000UI
Bencilpenicilina sédica cristalina 200000UlI
Agregue agua inyectable 2m|

Solucién modificada de van Harreveld (vH)

Hepes 129 2mM
CaCl, 1.59 5mM
KCI 0.4g 13mM
MgCl, 0.4g 2mM
NaCl 129 205mM
Ajustar pH De7.3a74
Aforar con H,O desionizada 1 litro

Solucién glucosada de van Harreveld
D-glucosa 5.09 | 5% p/ v
Ajustar pH De7.3a74
Aforar con solucion vH 100ml
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L-15

En condiciones de esterilidad aforar un sobre de L-15 en un litro de agua desionizada estéril, agite hasta que
se disuelva y filtre a presion con papel millipore o equivalente de un poro de 1um

L-15 modificado

Suero fetal bovino 10% v/ v
NaCl 7.99
MgCl, 6H20 0.132g
CacCl, 2H,0 189
D-glucosa 10g
Hepes 4.769
Gentamicina 10mg
Penicilina 100,000UI
Estreptomicina 100mg
Fungizona 250ug
Solucion de L-15 500m|
Aforar con H,O desionizada 1 litro
Ajustar pH 7.4
Osmolaridad final 420-440mOs

Medio antibiético

L-15 modificado 2m|
Solucién antibidtica de penicilina 20ul
Solucién antibidtica de gentamicina 10ul

SOLUCIONES PARA WESTERN BLOT

El agua de estas soluciones debe de ser hervida previamente para disminuir su contenido de oxigeno ya que
este interfiere con la rapida formacién del gel de la poliacrilamida. Se emplea a temperatura ambiente.

Solucion A
Acrilamida 58.4g 30%
Bisacrilamida 1.69 2.7%
Aforar con H,O desionizada 200ml|

Solucion B
Tris-HCI 36.3g [1.5M
Ajustar pH 8.8
Aforar con H,O desionizada 200ml|

Solucion C
Tris-HCI 3.09 [ 0.5M
Ajustar pH 6.8
Aforar con H,O desionizada 50ml

Solucion D
SDS 50g | 10%
Aforar con H,O desionizada 500ml
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Solucién de persulfato de amonio

Persulfato de amonio

100mg

10%

Aforar con H,O desionizada

1ml

Esta solucién debe ser preparada preferentemente al momento de su uso

Las siguientes soluciones no requieren se hierva el agua previamente

Solucién de alineacion

SDS 1ml de solucién D 0.1%
Tris-HCI 25ml de solucion B 0.375M
Ajustar pH 8.8

Aforar H,O bidestilada 100ml

Solucién amortiguadora de muestra 2X

B-mercaptoetanol 1.0ml 10%
Azul de bromofenol 10mg 0.1%
Glicerol 2.0ml 20%
SDS 4.0ml solucién D 1%
Tris HCI 2.5ml solucién C 0.125M
Aforar con H,O bidestilada 10ml
Amortiguador de corrida
Glicina 57.69 0.192M
SDS 40ml solucién D 0.1%
Tris-HCI 29 0.025M
Aforar con H,O bidestilada 4 litros
No se requiere verificar pH 8.3
Solucién para tefiir geles

Azul de Commasie R-250 0.5g .025%
Metanol 800m| 40%
Agitar hasta que se disuelva
Acido acético glacial 140ml | 7%
Aforar con H,O bidestilada 2 litros

Solucién decolorante para geles
Metanol 500ml 50%
Acido acético glacial 100ml 10%
Aforar con H,O bidestilada 1 litro

Amortiguador de Transferencia
Tris 6.05g 48mM
Glicina 28.8g 0.39M
Metanol 200ml 20%
PH 7.7
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En agua bidestilada

1 litro

Solucién de lavado para el inmunoprecipitado

NaCl 438.3mg 150mM
Np40 500ul 1%
Tris-HCI 78mg 10mM
EDTA 0.0380g 4.3mM
Aforar con H,0 50ml

Solucién de lavado para membranas de nitrocelulosa PBS-Tween
Twenn 20 200ul 2m|
Aforar con PBS 100m| 1000ml

Solucién de Blogueo para membranas de nitrocelulosa

Leche descremada 17.5g 3.5%
Albdmina bovina 59 1%
Aforar con PBS 500m|

Almacenar a4 °C

3 dias. PBS-Tween si se almacenard hasta por 5 dias

Solucién de Rojo de Ponceau

Temporal

Rojo de Ponceau 0.1%
TCA 7.0%
En H,0 desionizada
Se destifie con PBS

Permanente
Isopropanol 25ml 25%
Acido acético glacial 10ml 10%
Afora con H,0 desionizada 100ml

Solucién de Revelado

B. alcalino 5ml
BciP 8.5ul
MTB 16.6ul
Soluciones Histolégicas
Solucién fijadora
Formol (solucién comercial) 10ml
H,0 bidestilada 85ml
Ajusta pH con NaOH o HCI 7.4
Aforar con H,0 desionizada 100ml
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APENDICE IlI
Reactivos

Anticuerpo primario: policlonal de conejo gp 140. AntiTRKA TRK (C-14): Cat # sc-11.

Santa Cruz Biotechnology, Inc. Reacciona de manera cruzada con TRK-By C

Anticuerpo secundario: policlonal anti conejo conjugado a peroxidasa de rabano

ECL. Amersham Pharmacia Biotech RPN 2108

Gentamicina. Formula: Gentamicina 10mg /10ml. In Vitro S. A. de C. V.

Hidrocilina 800000U. USV Grossman Férmula: 600000U Bencilpenicilina procainica y

200000U Bencilpenicilina sddica cristalina

Hilo de seda: grosor: 5(0), cinco ceros, longitud cominmente empleada: 5 cm esterilizado

NGF extraido de veneno Vipera lebetina. Sigma N8133
Sylgard 184 de Down Corning

Técnica de viabilidad por di acetato de fluoresceina (FDA) bromuro de etidio (Br Et)
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APENDICE IV

ADECUACION MATEMATICA DE LOS REGISTROS ELECTROFISIOLOGICOS
Debido a la capacitancia eléctrica que temporalmente se produce en el sistema de registro
durante la actividad eléctrica inducida, producto del elevado voltaje y amperaje al que
debieron ser sometidas las cadenas ganglionares y a la carencia de un interruptor
sincronizado disponible que suspendiera el registro eléctrico durante el pulso de
estimulacién, se disefi6 una metodologia matemética que permiti6 discriminar el
componente capacitivo del equipo de la respuesta celular.

Se asumié que el componente capacitivo presentaria una o algunas funciones
matematicas regulares y continuas o discontinuas, y que por lo tanto era posible aunque
dificil encontrar dicha relacién matematica. Esto permitiria restar el artefacto electrénico del
registro de la respuesta propiamente dicha, al restar el calculo teérico a los datos
experimentales.
Procedimiento:
1. El osciloscopio digital generé un archivo de datos con dos columnas de 500 datos
cada una, correspondientes la base de tiempo y al voltaje de la respuesta eléctrica.
2. En una hoja de calculo se abri6 el archivo de datos y se coloco a los datos del
tiempo en la columna “A” y al de voltaje en la columna “B”
3. En la hoja de célculo en cada columna después de la columna A y B, se
introdujeron las siguientes formulas de cambio de variable:
Columna C: log “A”. Columna D: log “B”. Columna E: log “C”. Columna F: log “D”.
Columna G: 1.08°*. Columna H: 1.08°°. Columna I: 1/"A”. Columna J: 1/"B” Columna
K: 1/’C". Columna L: 1/’D”. Columna M: 1/’E”. Columna N: 1/’F’. Columna O: 1/"G”
Columna P: 1/’H”. Columna Q: 1/(1+1/°A”). Columna R: 1/(1+1/°B”) Columna S:
1/(1+1/"G"). Columna T: 1/(1+1/"H). Columna U: “A™. Columna V: 1/(1+1/°U"). Columna
W: 1/U1. Columna X: “B™. Columna Y: 1/(1+1/X). Columna Z: 1/"X".
Columna AA: pendiente “m”. Columna AB: ordenada al origen “b” Columna AC:
(“A1™"AA")+"AB”

112

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

4. Se graficaron los datos de la columna “B” y sus dependientes contra todos los datos
de la columna “A” y sus dependientes.

5. Se observo cuidadosamente que grafica o graficas mostraban una tendencia lineal
y se seleccionaron.

6. Se calcul6 para esta la pendiente y ordenada al origen por regresion lineal, y en el
caso de haber dos 0 mas candidatas, se ordenaron por indice de correlacion y por
segmentos.

7. Se generd una columna de valores tedricos, bajo la forma de ecuacién de una recta,
es deciry = mx + b, donde “y” es la variable dependiente, “m” es la pendiente, “X” es
la variable independiente y “b” la ordenada al origen.

8. Dichos valores fueron transformados a valores “reales”, es decir a los comparables
a los de la gréfica de la columna “B” vs. “A” y se contrasto la curva tedrica contra los
datos experimentales.

9. Cuando los indices de correlacion fueron muy aproximados y se determind
visualmente que una tendencia se ajusté mejor a la tendencia experimental, se
empled esta como tedrica.

10. Se restaron los datos tedricos a los experimentales.

11.En caso de observarse la presencia de una nueva funcion sumada a la anterior se
recalculd, la funcién resultante y fue restada nuevamente.

12. Se archivaron los registros en la computadora con nombres cifrados

13. Se determiné el nimero de espigas y su duracion.
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Apéndice V

Pormenores del Western Blot

Se armé el contenedor para fabricar la placa de gel, segun el instructivo del

fabricante: entre la placa de lucita y la lamina de vidrio se colocaron los

separadores laterales, con ayuda de dos pares de pinzas se adosaron al bastidor

de la camara de electroforesis cuyo hule de unién previamente fue untado con

petrolato especial.

1.

7.
8.
9.

Sellado: En la base del artefacto, en posicion horizontal se aplicé un mililitro
de solucion de agarosa al 1%, entre el vidrio y la lucita se espero algunos
minutos y antes de que solidificase se enderezo verticalmente para formar
un sello uniforme en su grosor.

El gel separador se preparo en un recipiente, se mezclaron: 2.5ml de
solucién A, 3.75ml de solucion B, 100ul de solucién C, 3.58ml de agua
(bidestilada, hervida y fria), 40ul de persulfato (recién preparado) y 17ul de
TEMED.

Se aplicd rapidamente por la parte superior entre las placas, se colocé en
una superficie nivelada.

Se aplané con 1 ml de Isopropanol.

Una vez cuajado se retird el Isopropanol con papel filtro.

El gel concentrador se preparo en un recipiente de la siguiente manera:
650ul de solucién A, 50ul de solucion C, 1.25ml de solucion D, 3 ml de agua
(bidestilada, hervida y fria), 25ul de persulfato, y 5ul de TEMED.

Igual al paso cuatro, pero se colocé enseguida el peine separador.

Se coloco en la camara y se lleno con solucién amortiguadora de corrida

Se aplico la muestra en los carriles segun resulté conveniente.

10. Se corrio el gel concentrador a 35mA a 100V

11. Se corri6 el gel separador a 40mA a 120V
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Apéndice VI

TABLA 1. ANALISIS ESTADISTICO
PRUEBA DE “T” PARA NUMERO DE ESPIGAS

Grupo L.P1D LP+NGF 1D LH 1D LH+NGF 1D
Control 1D N. S. N. S. S,C>E S,C>E

Grupo L.P3D LP+NGF 3D LH 3D LH+NGF 3D
Control 3D S,C>E S, C>E S, C>E S, C>E

Grupo L.P5D LP+NGF 5D LH 5D LH+NGF 5D
Control 5D S,C>E N. S. S,C>E S,C>E

Grupo L.P7D LP+NGF 7D LH 7D LH+NGF 7D
Control 7D N. S. S,C<E S, C>E S, C>E

Seccion 2
PRUEBA DE T EN NUMERO DE ESPIGAS

Grupo LP+NGF1D | LP+NGF 3D | LP+NGF 5D LP+NGF 7D

LP 1D N. S. X X X

LP 3D X N. S. X X

LP 5D X X N. S. X

LP 7D X X X S, C<+NGF

Seccion 3
PRUEBA DE T EN NUMERO DE ESPIGAS

Grupo LH+NGF1D | LH+NGF 3D | LH+NGF 5D LH+NGF 7D

LH 1D N. S. X X X

LH 3D X N. S. X X

LH 5D X X N. S. X

LH 7D X X X S, C>+NGF

Tabla 1. C. Control; E. experimental; L. H. Lesion con hilo; L. P lesion con pinzas; N. S. No significativo;
S. Significativo; X no aplicable.
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