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1. RESUMEN.

La relacién neurona-glia es uno de los factores que determina, la presencia de
laminas y columnas en la corteza cerebral de la rata adulta, Esta relacién, puede
resultar afectada por diversos factores que alteran asi el proceso de
corticogénesis. En el presente trabajo se propuso evaluar el papel que juega la
relacién neurona-glia durante et desarrollo del tejido cortical fetal transplantado al
sisterna ventricular de huespedes adultos mediante dos procedimientos diferentes.

El método de transplante cerebral permite el aislamiento de regiones
especificas del SNC en diferentes estadios ontogénicos para observar el efecto

P
de los factores ambientales en el desarrollo. Asi, al comparar las caracteristicas
del tejido transplantado con aquellas presentes en el tejido normal, es posible
determinar 1a contribucién de los diversos factores (ambientales y genéticos) que
afectan el desarroilo del Sistema Nervioso.

Se utilizaron Ratas Macho de la cepa Wistar a ias cuales se les transplantd
mediante técnica estereotaxica tejido cortical fetal de la regién parieto-occipital en
el interior del sistema ventricular. Posteriormente, los cerebros fueren extraidos y
procesados para tincion de Nissl € inmunocitoquimica con el fin de observar la
citoarquitectura del tejido asi como la posible relacion entre neuronas y glia.

Los resultados obtenidos mostraron que los tejidos transplantados en bloque
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tuvieronia tendencia de presentar patrones citoarquitecténicos laminados, mientras
que los teiidos semidisociados no siguieron esa tendencia y se mantuvieron

desorganizados.

Es probable que estas alteraciones se deban a modificaciones producidas
durante el procedimiento de transplante, aunado a cambios en la poblacién glial.

En la discusidn se analizan las posibles causa de estas alteracicnes.



2. ANTECEDENTES GENERALES

2.1 Embriolégia general e histogénesis del Sistema Nervioso
Central.

Durante la Gitima fase de la gastrulacién, las células de! ectodermo se
diferencian mediante un fendmeno de induccién generado por el mesodermo
notocordal subyacente. La induccién consiste en la transmisién de una sefal o
senales (de diversa naturaleza), de un tejide inductor a uno receptor, e! tejido
inducido; este traduce dicha sefiai como un cambio estructural y bioquimico. Como
resultado de. este fenémeno, se determina el neuroepitelio y se limita la
potencialidad célular del ectodermo somatico (Jacobson, 1978; Kandel, 1985).

La diferenciacién del neuroepitelio esta determinada por dos fenémenos
genémicos. E! prirriero consiste en la represién de los genes que inducen la
diferenciacion del ectodermo hacia tejido no neural, durante este periodo, no se
observan cambios histolégicos o ultraestructurales en las futuras células neurales.
El segundo, depende de la expresion de los genes que favorecen la especificacion
de tipos celulares tanto neurales como no neurales (Jacobson, 1978).

Una vez determinado e! neuroepitelio, las células que lo conforman se atargan

progresivamente, y originan la placa neural (Figura 1-A). Poco despues, esta
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FIGURA 1.
Secciones transversales de la neunsta de Xenopus durante las elapas sucesivas de !

ia formacion de la placa y el tubo neural (A-D). En el esquema inferior (E) se muesira la

i de yn embridn de pollo y la relacidn del lubo neural con ofras eslrucluras
que se ofginan durante |a neutulacidn. (A-D tomado de Purves y Litchman, 1930; E lomado
de Jacobson, 1978).




estructura sufre una depresidn medial que se extiende en toda su longitud dando
paso al surco neural (Figura 1-B). Durante este proceso, las células cilindricas del
neuroepitelio sufren una constriccién apical, por lo que adquieren una forma que
semeja a una botella (Baker y Schoeder, 1967), dicha modificacién se acompana
de! engrosamiento de los bordes del surco, lo que contribuye a que estos se
toquen, y se unan rostro-caudalmente en la region dorsal para formar al tubo
neural (Figura 1-D). A todo este proceso se le conoce en conjunto como
neurulacién.

Mientras el proceso de generacién del tubo neural concluye, las células del
borde del neuroactodermo se separan y migran a una posicién dorso-lateral, lugar
en donde constituyen las crestas neurales (Figura 1-E). Las células de estas
estructuras daran origen a los Ganglios Espinales, al Sistema Nervioso Periférico,
ala Médula Adrenal y al Sistema Neuroenddcrino Difuso o Sistema APUD (Amine
Precursor Uptake and Decarboxilation; Fujita y Kobayashi, 1978; Andrew, 1982).
‘ Los extremos del tubo neural, conocidos como neurcporos anterior y posterior,
se cierran mds tarde, y asi aislan el limen de! tubo del resto del embrién. Esta
cavidad dara origen después al sistema ventricular cerebral.

Terminada !a formacidn del tubo neural, este sufre dos flexiones como
resuttado de efectos hidrodindmicos y de los ciclos mitdticos asinerénicos: la
cefdlica y la caudal, lo que define tres grandes vesiculas primarias: el Procencéfalo

(cerebro anterior), el Mesencéfalo (cerebro medio) y el Rombencéfalo {cerebro
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FIGURA 2,
Representacion digramdlica de los dilerentes estadios de la embriogénesis del
Sisterma Nervioso Central en mamilercs. (Tomado de Kandel, 1985).



posterior; Kandel, 1985; Cowan, 1973; Cowan et al, 1984; Jacobson, 1978. Figura
2 A-B).

Con el aumento en la densidad celular de las vesiculas primarias, se observan
dos fenémenos, e! primero est4 relacionado con la divisién del Procencéfalo, que
origina al Telencéfalo y al Diencéfalo, vy la division del Rombencéfalo, que dar&
lugar al Metencéfalo y al Mielencéfalo. El Mesencéfalo no sufre modificacién
alguna. El segundo fendmeno consiste en una tercera flexién entre el limite del
Mielencéfalo y el Mesencéfalo: la flexion pontina (Kandel, 1985., Pansky et
al,1988; Figura 2 C-D). De esta forma queda establecido el patrén basico de la
anatomia del SNC; el Telencéfalo (que es una estructura doble} origina a la
Corteza Cerebral, los Ganglios Basales y los Bulbos Olfatorios; el Diencéfalo
origina al TéI;mo, al Hipotdlamo, al Subtélamo, las Retinas y a los Nervios y
Tractos Opticos (Jacobson, 1978, Pansky el al, 1988). El Mesencéfalo se
mantiene como tal, mientras que el Mielencéfalo origina a la Médula Espinal y al
Bulbo Raqufdeo. El Puente y el Cerebelo se forman del Metencéfalo {Pansky et
al, 1988; Gilbert, 1991).

Histogénesis.

Han sido propuestas diversas hipétesis para explicar la génesis de los
distintos tipos celulares corticales (His, 1888; Shaper, 1897; Ramdn y Cajal, 1906;
Sauer, 1935; Kershman, 1938; Sidman et al, 1959; Smart y Leblond, 1961; Fujita,
1963). Waechter y Jaensch (1972) y Levitt, et al (1981) proponen que las células
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gliales y las neuronas provienen de diferentes Iineas germinales. Sin embargo,
Walsh y Cepko (1988) con base en las técnicas de marcaje con retrovirus,
proponen la existencia de un sofo progenitor para ambos tipos celulares,
Independientemente de lov anterior, el primer tipo celular en diferenciarse durante
el desarrollo del Telencéfalo de los mamiferos es la glia radial al mismo tiempo
que algunos astrocitos no radiales (Rickmann y Wolff, 1981; Cameron y Rakic,
1991). Por su parte, a excepcion de algunas células de la capa Vi, todas la
neuronas de la Corteza Cerebral en la rata se generan y migran antes del

nacimiento durante los dfas embrionarios 16 y 20 (Kaplan, 1980) (Figura 3).
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2.2. Desarrollo de la Corteza Cerebral de la rata.
2.2.1 Divisién y proliferacion celular

Durante el desarrollo temprano del Telencéfalo, la pared del tubo neural que
lo forma, esta constituida de un epitelio homogéneo en el qué se observaran mas
tarde, figuras mitdticas en la region adtuminal.

Durante la mitosis o fase M (que ocurre en la superficie del tubo), la célula
hija queda estable en la fase G1, mientras que la célula madre extiende unas
prolongaciones citoplasmaéticas que se mantendran unidas, por un lado, a la
superficie externa del tubo neural. y por €l otro, a la superficie interna del mismo,
el niicleo entonces, migra por dentro de dicho proceso citoplasmico alejandose
de la superfice veﬁlricular. Durante esta migracion, tienen lugar las fases G1,S
y G2 del ciclo celular. Posteriormente, el niicleo regresa a su posicién en la regién
ventricular donde se divide; al tiempo que la prolongaciones citoplasmaticas se
retraen (Jacobson, 1978., Kolb, et al, 1990). Este movimiento nuclear es conocido
como Migracion Nuclear Intercinética (Sidman et al, 1959, Ver Jacobson,
1978)(Figura 4) y provoca la impresién de un tubo neural pseudoestratificado

(Jacobson, 1978; Kandel, 1985; Stewart, 1989).
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€l ciclo celular en el Tubo Neusal. Durante &l ciclo celular en el Tubo Neural tiene
lugar la migracién del niclec a lo largo de las prolongaciones citopldsmicas de los
neuroblastos, que lo alejdn del epitelio germinal. Antes de !a mitosis, durante lafase § lardia ,
¢l nicleo migra desde la superficie venlricular, Durante la fase G2 el nicleo regresa a Su
punto de origen y comienza & retraer sus prolongacicnes citopldsmicas al tiempo que se
condenza la cromalina nuclear. Mas tarde, durante la fase M, el proceso ciloplasmico se
telrae compleiameme y ocurre fa divisién celufar . Duranta la fase G1 el proceso celular se
I otro cicdo celular. Todo este proceso recibe el nombre de
Migracién Nuclear Intercinética (Tomado de Purves y Litchman, 1990).




La estructura de fa organizacién cortical adulta en laminas y columnas
depende, entonces de 2 faclores: 1) el momento de neurogenésis, que determina
en el plano veﬂ.ical la posicién de una céfula en una columna y, 2) fa interaccidn
entre la célula que migra y los elementos que la dirigen y que originan en el plano

horizontal fa columna a la que pertenece la neurona.
2.2.2 Migracién

Los estudios del desarrofio realizados en el Telencéfalo del mono indicaron
que los neuroblastos migran desde su fugar de origen hasta la corteza cerebral al
usar como guia los procesces citopldsmicos de la glia radial (Rakic, 1971 a,b; 1978,
1988; Schmeche! y Rakic, 1979, a ,b; Levitt y Rakic, 1980). Los cuerpos de estas
células originaimente descritas por Ramon y Cajal (1909) permanecen en la zona
ventricular, mientras que sus procesos citoplasmicos se extienden verticaimente,
en forma radial, hasta la superficie pial de la zona marginal (Figura 5 A-B) (Rakic,
1972; Schmechel y Rakic, 1979a). Este tipo de glia se caracteriza por: 1) temprana
aparicién (E9 en el ratén, Houle y Fedoroff, 1983), 2) reaccion PAS positiva en el
pie glial que se encuenira unido a la superlicie cortical, 3) abundancia de
ricrotdbulos y fitamentos intermedios constituidos de Vimentina vy, 4) fenotipo
maduro definido antigénicamente como: GFAP+, GS+, A2B5-RAN2-, GD3- (ver
Tabla 1){Agranoff, 1986; Fedoroff, 1986; Culican, et al, 1890).
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FiGURAS,

A) Dibujo de cdmara Ricida que muestra una seccidn coronal a nivel parieto-occipital
del telencéfalo de un mono de 97 dias de edad gestacional teflido con una impregnacidn
metdlica. Las fibras radiales son las lineas finas, ilustran su arreglo fal y como se ve a baja
amplificacidn (escala iguai a un milimetro). El drea delimitada por la zona clara entre las
flachas esta dibujada en B a una mayor amplificacion.

B) Dibujo de camara lucida de la pared cerebral del drea indicada por las tlechas en A. Ei
rectdngulo Indicado con un asterisco marca la porcidn aproximada de la reconstruccién
tridimensional de la figura 6A.



TABLA 1

MARCADOHES MAS COMUNMENTE USADOS PARA IDENTIFICACION DE -
DIVERSOS TIPOS CELULARES. s

Neuronas
Neurofilamento - e
Toxina de tetanos B
A2B5* )
Enolasa (gamma)

Oligodendrocitos
Galactocerebrésido {GC)
Suffatido (SULF)
Gangliésido GD3
Proteina bésica de mielina (MBP)
Proteina Proteolipidica de Mielina (MAG)
Dehidrogenasa glicerofosfatada (CNP)
- Anhidrasa Carbonica Il (CA)
Hidrolasa dei ester de Colesterol

Células Meningeales
Fibronectina
Ran-2
Epen-1

Fibrobtastos
Fibronectina
Thy-1

Células neuroepiteliales
Vimentina (VIM)

Astrocitos
Proteina Fibrilar Acidica de la Glla (GFAP)
Giutamina Sintetasa (GS)
Prote{na S8-100
Ran-2



Células de Schwann
217c"
Ran-1
Sulfatido (SULF)
Proteina Fibrilar Acldica de la Glia (GFAP)
Proteina béasica de Mielina (MBP)
Laminina
Galactocerebrdsido

Células ependimales
Cilia
Ran-2
Epen-1

Macrofagos (microglia)
MAC-1
MAC-3
Esterasa no especifica
Esteras de latex

*Anticuerpos disponibles sélo en su forma monoclonal. La restante R
lista corresponde a anticuerpos policlonales (Bartlett et ai, 1981; .
Bjorklund, H., Bignami, A. 1986). :



Los estudios realizados con microscopia electrénica (Rakic, 1971b) muestran
que los neuroblastos en migracién mantienen aposiciones estrechas con las
células de la glia radial durante todo el proceso. Las reconstrucciones de
ﬁeuroblastos en migracion realizadas a padir de secciones seriadas del
Telencéfalo en desarrollo, revelaron que el neuroblasto poseia hacia el punto de
desplazamiento, un proceso citoplasmico largo y grueso (proceso guia o lider} que
se enrolla, durante la migracién al proceso glial, al tiempo que emite filopodios a
fibras radiales vecinas. Caudaimente, el neuroblasto presento un proceso largo y
delgado (Proceso Trailer) que no se enrolla a la guia radial sino que la sigue
paralelamente y que hasta el momento no se le conoce funcién alguna. Se
observé a mas de un neuroblasto migrando por el mismo proceso glial {(Figura 6
A-B) (Rakic, 1 974a, b).

Schmechel y Rakic (1979b) indican que las células radiales detienen
temporaimente su divisién y maduracion durante los 2 meses que coinciden con
la proliferacién y migracion de los neuroblastos. Estas células (la glia radial)
manifiestan asfi, un perflodo de estabilidad en el que expresan un fenétipo
particular, después, cuando la migracion de los neuroblastos ha terminado,
reinician sus ciclos mitéticos, pierden sus prolongaciones citoplasmicas y sufren
una transformacién progresiva hacia untipo de astrocito clasico (astrocito fibroso)
(Choi y Lapman, 1978; Schmechel y Rakic, 1979a; Levitt y Rakic, 1980; Choi,

1981; Choi et al, 1983; Bitner et al, 1987; Misson et al, 1988 a y b; Culican et al,

S



Figura 6



FIGURAG6.

A) Reconstruccidn tridimensional semidiagramética de la relacion entre las células
que migran y la glia radial en la zona intermedia. La corteza cerebral se encuentra a mas de
1000 u de distancia hacia arsiba de la posicién aproximada de la célula mosirada en esle
dibujo. La porcién inferior del diagrama muestra las libras paralelas de la radiacién 6ptica
(OR) el espacio restante estd ocupado por las libras menos homogéneas de los demds
sistemas de fibras aferentes. La frontera entre ambos sistemas de fibras es bastante clara.
Todas las demas fibras han sido omitidas en la parte superior para poder mostrar a las fibras
radiales {RF1-6) y su relacidn con las células en migracidn (figura 5 A, 5 By 6 A) y otros
procesos verticales, Et soma de la célula en migracién (A) con su nucleo (N) y su proceso
lider (LP} esta dentro del espacio reconstruide, no asi la parte posterior o proceso Trailer (TP)
que desclende per la fibra radial. El cuerpo celular de la célula B estd corlado en la parte
superior de la figura y el proceso lider de la célula C estd mostrado en el momento de
penetrar entre las fibras de la radiacién dptica al cruzar la zona intermedia.

B) Imagen de Golgi de una célula en proceso de migracién. B= Punta lider; C=
Citoplasma del proceso lider; N= Ntcleo; E= Priciplo det praceso posterior. A la derecha se
observan micrografias obtenidas mediante microscopia electrénica de corles realizados a los
niveles que se indican con las flechas en la imagen de Golgi donde se puede observar la
aposicién entre la célula que migra y la guia radial. PC= Placa cortical, D= células en capas
profundas; IZ= Zona Intermedia; MZ= Zona Marginal;, OR= Radiacion éplica; RF= Fibra radial;
S= células corticales superiores; SV= Capa Subventricular; VZ= Zona Ventricular. (Tomado
de Rakic, 1978).



CORTEZA
DORSOMEDIAL

VENTRICULAR

ESTRIADO

v¥Z31409

TYHILYIOHINIA

RESERVORIO

7
TELENCEFALO
BASAL

FIGURAT.

Diagrama que resume las principales rutas de migracién de los neurcblastos en fa
corteza cerabral. Las células generadas en la zona ventricular {marcada con lineas) migran
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cuatro dias y fennan un reservoro, de €1, algunas células migran a la corteza piriforme en un
lapso de cinco dins después de su generacidn, Otras células en @i resetvorio Se pueden

mover hacla el telencéfalo después de cince o mas dias de migracién (Tomado de Bayer y
Altman, 1992 ).



1990; Takahashi et al, 1990). La organizacién en empalizada que se observa en
la distribucidn de los astrocitos en la corieza adulta de ratas y monos €s un
relicto de la distribucion radial de la glia durante el desarrollo de dicha estructura
(Cochard, 1984; Bitner et al, 1987) (Figura 7).

Han sido observadas varias aposiciones entre neuroblastes, neuronas y glia
radial en el cerebelo del mono (Rakic, 1971a), Hipocampo de mono (Pinta-Lord
et al, 1982), corteza cerebral de rata (Peters, 1973), y en [a neocorteza del ratén
en desarrollo (Pinto-Lord et al, 1982). En resumen, la migracién a lo largo de una
guia glial implica al menos tres pasos que dependen de la edad celular (Mc
Connell, 1988): 1) El reconocimiento de un camino de migracién, 2) La existencia
de un mecanismo para el acomodo del cuerpo celular a lo largo de la via de
migracién y, Ei) La presencia de una sefal especifica para que el neuroblasto
cese su migraciény se separe del proceso glial. Por otro lado, Shoukimas y Hinds
(1978), al reconstruir los cortes seriados del Telencéfalo temprano del ratén, no
encontraron relaciones estrechas entre neuroblastos y células gliales, a pesar de
que los procesos de estas Gltimas eran abundantes. Los cortes reconstruidos por
ellos, mostraban neuroblastos bipolares con sus procesos lideres que se
exténdian por trechos muy pequenos, y carentes de relacion con las células de
la glia radial. Concluyen que en edades tempranas las vesiculas cerebrales son
lo suficientemente delgadas como para que los neuroblastos no necesiten de las

células radiales para migrar hacia la superficie del tubo neural.
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Es posible erﬁonces, encontrar dos mecanismos de fnigracién: uno que utiliza
a las fibras de la glia radial como gufa y que aparece en etapas relativamente
tardias en el desarrollo, y otro que se establece de manera inicial en etapas
tempranas, cuando la corteza cerebral no mide mas de 100 um de ancho.
Probablemente este Gltimo mecanismo incluya Proteinas de Matriz Extracelular
(Reynolds y Moligard, 1985; Stewart y Peariman, 1987; Chun y Shatz, 1988). Lo
anterior apoya lo mencionado por Rakic (1971b) al respecto: “El mecanismo de
migracion puede presentar diferencias en los neuroblastos generados tardfamente
y en neuroblastos generados tempranamente, ademas, puede ocurrir que el

proceso sea diferente en especies con cerebros pequefios®.
2.2.3 Desarrollo laminar

Como resultado de la proliferacién celular, aproximadamente en en dia
embrionario 13 (E13) el Telencéfalo de la rata pierde su homogenidad y comienza
!é laminacién de la corteza cerebral.

En esta etapa, el Primordio Plexiforme o Preplaca (PP) comienza a formarse
en la parte mas lateral de la pared del tubo neural, correspondiente al telencéfalo,
entre el limite de la futura corteza cerebral y el cuerpo estriado en desarrollo.
Esta es una region transitoria (Boulder Committe, 1970; Edmunds, 1982; Luskin,
1985a, b}, constituida principalmente de fibras tangenciales de origen talamico
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(Marin-Padillé, 1971, 1972; Rickman y Wolff, 1981; Smarn, 1983; Steward y
Pearlrﬁan, 1987), localizada sobre el surco lateral de la Zona Ventricular (ZV) del
tubo neural. A esta regién, alejada del borde ventricular, migran radialmente las
células que se originan en la ZV y que formaran mas tarde a las células de Ramdn
y Cajal-Retzius y a las células Polimérficas de la capa VI (Marin-Padilla, 1970;
1971; Kolb et al, 1990).

Aproximadamente entre los dias gestacionales E15 y E17 de la rata (ver tabla
2), el PP de divide en dos, asl forma la Zona Marginal (MZ) y la Placa Cortical
(CP) (Caviness y Rakic, 1978). A partir de esta Gltima placa se generaran mas
tarde las ldminas Via, V, IV, lil y |l de la corteza cerebral del. adulte (Kolb,1990),
Paralelo a la formacion de la CP, extemamente a la ZV y justo debajo de la PP,
se forman, Ia‘.Zona Intermedia (ZI) (Kostovic y Molliver, 1974; Kostovic y Rakic,
1380), la Subventricular (SV) (Comite Boulder, 1970; Marin-Padilla, 1371; Rakic,
1982) y la Subplaca (SP) (Marin-Padilla, 1971) (Figura 8).

L os experimentos auteradiograficos con Timidina tritiada han demostrado que
las neuronas que nacen primero durante el desarrollo de las laminas corticales,
estdn destinadas a permanecer en las capas mas profundas de la neocorteza,
mientras que las que nacen posteriormente formaran las capas superficiales, este
mecanismo, éonocido como Desarrollo Interno-Externo (Angevine y Sidman, 1961)
ha sido observado en el ratén (Angevine, 1961, 1962), la rata (Berry y Rogers,

1965; Shimada, 1970), el gato (Luskin, 19853, b) y el mono (Rakic, 1974a). Asi,
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: By : TABLA2 Wi
“. DESARROLLO ONTOGENICO DEL' SISTEMA NERVIOSO DE LA RATA: =

sibles las tres vesiculas cercbrales:
“Comtenza la diviston de las celulas que formaran el Primordio
- “"Plexiforme (estas células son 1as precursoras de las celulas de
) ,Ramén y Cajal-Retzlus y de las celulas pol(morficas)

E12-E13 " Estan ya formadas 1as cinco vesiculas cerebrales.

E13 La pared neural de! telencéfalo pierde su homogenidad y-
: comienza 1a laminacion cortical. i
Emptieza la formacion del Primordio Plexifarme en ja pared :
cortical. Se intcla la fusion de tos bordes telencefalicos y con’:
ello, 1as fbras que formaran al cuerpo calloso atraviezan de un
lado a otro. .

E17-E18 Laplaca cortical, ya visible en la parte medial del telencefaio
- termina de formarse. Las fibras noradrenérgicas y
serotoninérgicas llegan a la placa cortical y a 1a zona
ventricular. Las fibras Gabaérgicas septales invaden la regién
medial de la corteza en desarrollo.

£19 Termina ta fusion del telencéfalo La migracion celular en la
corteza cercbral cast ha concluido. La estructura laminar de 1a
corteza ya esta deftnida

E21 Termina el periodo embrionario. El organismo nace y continaa
su desarrollo postnatal. Se originan los oligodendrocitos
en l1as fibras del cuerpo calloso {Stunrrock, 1976)

NOTA: Se considera al dia de apareamiento como EO y al dia siguiente como £1.
Debido a que carecen de importancta para este trabajo los priimeros dias del
desarrollo no Se mencionan sino hasta el dia 10
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FIGURAB.

) Esquema de cuvalro dilerentes estadios progresivos de la laminacicn fetal en la pared
cortical,
tas células de Ramon y Cajal-Retzius en la ZM y en la SP son generadas &l misma tiempo.
Las pocas neuronas que estdn mas diferenciadas y que alravlezan la Pc probablemente
pertenezcan a la misma poblacidn celular. V= Zona s PP= Zi=
Zona Infermedia; 2ZM= Zona marginal; PC= Placa conical SP_ Subplaca. 8V= Zona
subventricular, (Tomado de Jacobson, 1978 y Cowan, 1978).




la primer capa en diferenciarse y en madurar es la capa V! seguida por la
maduracién progresiva de las capas V, IV, Ill y II. El tiempo de origen de la capa
més superficial (I} y de la mas profunda (VIb) todavia no ha sido determinado
;(Marln-PadiIla, 1971, 1978). Este patrén de desarrollo, sugerido por primera vez
por Vignal en 1888, es mas estricto en mamiferos superiores como el gato y el

mono que en los roedores (figura 9).

2.2.4 Desarrollc columnar

Para explicar la relacién neurona-glia durante la migracién, Rakic (1 978,k1 981,
1989) y Schmechel! y Rakic {1979) sugieren la Teoria de la Unidad Radial (Ver
Smart y McSherry, 1982) que postula que en la Zona Ventricular existen unidades
proliferativas (pequenos grupos de células neuroepiteliales) que producen una sola
linea celular que migra a través de una sola guia radial {células de la glia radial)
y forman una colurnna. Estas unidades proliferativas determinan el destino de una
linea celular en la corteza y especifican la parcelacion cortical en diferentes &reas
citoarquitectdnicas (Figura 10).

En este modelo estructural, la unidad morfofuncional esta representada por
una minicolumna, definida con base en una linea celular orientada verticalmente
, esta formada por la migracion de los neuroblastos desde el epitelio germinal del
tubo neural (via la glia radial), hasta su destino en la neocorteza (Rakic, 1971a,
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FIGURA 9.

Gradiente afuera-adentro de la histogénesis cortical. Las fechas de nacimiento de las
diferentes neuronas en 'a corteza cerebral del mono lueron delerminadas usande
autoradiografia con timidina tritiada. El marcador fue Inyectado en las techas que esldan
indicadas por las lineas verticales A-R, los animales fueran cuidados hasta que alcanzaron la
madurez. Las células que sufrieron 1a mitosls final al tiempo de la Inyeccidn  asluvieron
fuertemente marcadas . La figura ilustra las posiciones de las neuronas fuertemente
marcadas en la corteza visual primaria (Area 17). El dibujo de !a izquierda indica ias capas
corticales. Los dias embrionarios estdn indicades en la ordeneda, comenzando en la
izqulerda con el fin del primer dia lelal (E28) y terminando con ¢l nacimiento (E165). Las
posiciones relativas de las células marcadas denira de la corteza estan indicadas por la rayas
horizenlales sobre ias lingas vedicales (tomado de Raklc, 1978).



1988). Esta minicolumna mantiene sus dimensiones y nimero de celulas
constantes en todas las especies de mamifferos (Mountcastle, 1979). La
organizacién cofumnar puede ser concebida como un mosaico de columnas
interrelacionadas o como mddulos neuronales organizados radialmente (Rakic,

1972, 1982).
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FIGURA 10,
Esquema due iluslra la hipdlesis de la Unidad Radial. Los neuroblaslos (N) son

gengrados por una unidad proliferativa en ta zana proliterativa (PZ) y migran a lo iarga de la
misma glia radial (AG) en |a zona conical panicular. Cada neuroblasio migra a través de la
placa cortical (PC) hasta la subplaca (PS). La PS contiene libras que establecen sinapsis

p con los ! que llegan a efla. Las 2onas corticales Que hacen sinapsis
mas termpranamente son la PS y [a MZ. En Ia zona marginal hacen sinapsis (MZ) las fibras de
muchags sistemas subcoricales (Tomado de Rakic, 1978},

)Mz‘=:<




2.3 HISTOLOGIA DE LA CORTEZA CEREBRAL ADULTA.

- 234 Patrén Laminar

La corteza cerebral de los mamiferas muestra un considerable grade de
diferenciacién anatémica en dreas especializadas funcionalmente (Brodman, 1909;
Lorente de N6, 1938; Zilies, 1990). Las diferentes regiones corticales han sido
clasificadas de acuerdo a su funcién predominante como motoras, sensoriales y
de asociacién. Tedas acompanadas de diferencias anatémicas en su organizacion
ldminar (Figura 11).

Las areas motoras y de asociacion estan caracterizadas por la ausencia de la
Lamina Granular Interna (lamina 1V), mientras que las areas sensoriales poseen
mas desarrollada dicha lamina , por ser esta, el blanco de las fibras taldmicas de
los nicleos especificos de relevo. No obstante dichas diferencias, es posible
hacer una descripcién general de la estructura y composicién célular de la corteza
cerebral (Sur et al, 1990; Kalb et al, 1990; Zilles, 1990.

La corteza cerebral de la rata, al igual que en todos los mamiferos es una
estructura organizada en 6 capas o ldminas (Lorente de N6, 1938; Jones, 1984

que a continuacién se describirdn de manera general.
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FIGURA 11,

Cuadro citoarquilecténico de varias dreas cotlicales tipicas (Tomado de Lorente de -
No, 1938). - L




Ldmina | : Molecular o Plexiforme (Marin-Padilla, 1971; Lorente de NG,
1938); Es la mds superficial, estd compuesta principalmente de células gliales y
por las fibras horizontales de las células Piramidales, de las Estrelladas y de las
de Martinotti. En esta capa se ramifican las dendritas apicales de las células
Piramidales Profundas. Contiene pocas neuronas dispersas, las células
horizontales de Ramén y Cajal.

Ldmina Il : Granular Externa (Ramén y Cajal, 1909, 1911; Lorente de NG,
1938; Zilles, 1990). Estd compuesta por células estrelladas densamente
empaquetadas y por células pirdmidales pequeiias, las dendritas basilares de
estas células se dividen aquf mismo mientras que las dendritas apicales lo hacen
en la capa molecular (I). Esta drea es atravezada por los axones ascendentes de
las Células Pirdmidales Grandes de las capas IV y V.

LAmina ill : Pirdmidal Externa (Ramén y Cajal, 1909, Lorente de NS, 1938).
Principalmente se localizan aqui las células pirdmidales de tamafio medio. En
ocasiones se le ha dividido en 2 subestratos: el superior con células piramidales
medianas y el inferior con células pirdamidales grandes. En toda la capa, se
encuentran dispersas algunas células estrelladas (células multipolares de axon
corto), células en canasta y células de Martinoti {pequeias células triangulares o
poligonales con axones ascendentes que paricipan en las conecciones
intracorticales). Segun Ramén y Cajal y Campbell, aqui se encuentra la banda de

Baillarger, Brodmann la situa en la siguiente region. En la rata, la division entre
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las laminas il 'y il no es muy cla‘ra, pof Ib due ;e-[es' éoﬁbcé _ci_)mo‘ Iz-'imina H-11 :
(Kolb, 1990; Zilles, 1890). R

Lamina IV : Granular Interna (Ramodn y Cajal, 1909, 1911; Lorente de N6,
1938). Esta capa se caracteriza por poseer células estrelladas y pirdmidales
pequenas. Algunos autores {(Ramoén y Cajal, 1909, 1911; Lorente de N6, 1938} la
dividen en 2 subregiones: la parte superior (IVa) esta formada por abundantes
células cuyas dendritas apicales alcanzan la capa molecular mientras que las
dendritas basilares se extienden horizontalmente. La parte inferior (IVb) también
contiene c¢élulas estrelfadas y piramidales pequefias. Esta 1&mina estd
caracterizada por poseer un plexo axonal denso, formado por la arborizacién de
las aferentes taldmicas especificas, que la inervan antes de hacer contacto con
las células piramidales grandes de las capas il y V.

Brodmann situé aqui a la banda externa de Baillarger, una banda horizontal
de fibras que hacen sinapsis con las dendritas basales de las pirdmides profundas
de la capa |l

Lamina V : Piramidal Interna o Ganglionar. (Ramén y Cajal, 1909; 1911;
Lorente de N6, 1938). Es una capa densa compuesta por neuronas pirdmidales
grandes que dan origen, por un lado, a las vias descendentes largas que dejan
la corteza y van por el cuerpo estriado, el tallo cerebral y la médula espinal, por
el otro, originan a un axén ascendente que se ramifica varias veces y alcanza la

capa 1. Sus colaterales se extienden casi exclusivamente dentro de la capa V.
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Esta lamina en la corteza motora contiene a las células de Betz.

Lamina VI : De Células Alargadas o Multiforme (Ramodn y Cajal, 1909-1911;
Lorente de No, 1938; Peters, 1984). Estd compuesta por neuronas alargadas o
bipolares que proyectan de regreso al talamo. Otros tipos de neuronas también
se localizan aquf. Algunas de las prolongaciones apicales de estas células se
ramifican numerosas veces aqui mismo y posteriormente ascienden sin
colaterales hasta la capa |, mientras que otras terminan en la capa V.
Generalmente se le subdivide en dos regiones: Vla y VIb de acuerdo a la

presencia de células alargadas o no. (Figura 12).
2.3.2 Patron Columnar.

Ademas de la organizacion ldminar de la corteza cerebral en los mamiferos,
se encuentra una organizacién vertical o columnar propuesta originalmente por
Von Economo con base en la citoarquitectura. Mas tarde, en 1938 Rafael Lorente
de N6 y en 1957 Vernon Mountcastle, proponen que esta organizacion columnar
representa un modelo funcional de operacién cortical consistente en cadenas
neuronales interconectadas que atraviesan todas las capas de la corteza cerebral
(White, 1989).

La confirmacién funcional de que la organizacién columnar de la corteza
cerebral es diferente a la organizacién laminar fue provista por la observacion de
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FIGURA 12.

Oibujo semiesquemdlica de las ramificaciones dendriticas y axiales de varios tipos de
neuronas corticales con axones descendentes.

1. Células piramidales de las capas superficiales, 2. Células piramidales de las capas

3. Células

4. Células

{lomado de Lorente de No, 1938).




columnas funcionales en diferentes regiones sensoriales y motoras (Mountcastle,
1957; Abeles y Goldstein, 1870; Hubel y Wiesel, 1977). Asi como mediante
diferentes técnicas anatdmicas como [a degeneracion anterégrada (Huebel y
Wiesel, 1972), la peroxidasa de rdbano (Rockland y Lund, 1983), la citocromo
oxidasa (Land y Simons, 1985) y la autorradiografia (Hubel et al, 1978; Kennedy
et al, 1976).

Los resultados obtenidos del estudio de la organizacion columnar, mediante
diversas técnicas, pueden resumirse en los siguientes puntos:

1. Los arreglos columnares en la distribucidn de las fibras aferentes sonuna
caracteristica de la organizacidn funcional de la corteza adulta.

2, En muchos casos, es posible encontrar correlaciones estructurales y
funcionales entre columnas.

3. Las caracteristicas funcionales de las diferentes regiones de la corteza
cerebral dependen de la actividad de series de columnas, mas que de una sola

columna.
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'2.4 Transplantes al cerebro: un modelo para el estudio del

desarrollo in situ del Sistema Nervioso Central.

El Sistema Nervioso constituye un conjunto de estructuras en las cuales la
interaccién entre la informacién genética y el ambiente determinan un alto grado
de complejidad fisiolégica y morfolégica durante el desarrollo. En un intento por
comprender estas interacciones, Olson (1983), propone dque para una célula
nerviosa determinada existen seis niveles de determinacion morfolégica y funcional
progresivamente mas complejos (Tabla 3). Sugiere que a partir de la dilucidacién
de las relaciones entre los distintos niveles, seria posible inferir el destino funcional
de una célula ubicada en una determinada estructura al término de su desarrollo.
Esto manipulado experimentalmente permite diferenciar entre los determinantes
intrinsecos y extrfnéecos del desarrollo, ademas de que posibilita, al simplificar el
probiema, obtener importante informacién acerca de los mecanismos reguladores
del crecimiento y desarrollo citoarquitectonico.

Si bien, el transplante neural ha sido un enfoque cldsico a los problemas
neuroembrioldgicos en vertebrados inferiores (urodelos, anfibios y peces) desde
la década de 1920 (Jacobson, 1978), este método ha sido practicamente ignorado

para el caso de los mamiferos.
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NIVELES DE ORGANIZACION IDEN?IFICABLES EN LA PERIFERIA DE UNA DETERHINADA -

CTABLAS

vi

" aferentes y eferentes:

- los demas o0rganos,

Formado pnr Ias célu
"heurona o célula gl(al T

Determinado por 13 localizacion en e eSpac
cuerpo celular y por 1a direcclon
‘orientadas sus proyecciones.

to constlluyen l1as areas con Ias que €1 S
Nervioso interactua, esto. es or-las

Representa la relacian dei

Representa la relaclén entre el
mundo exterior.

““# Segun Olson, 1969



En 1940, Le Gross Clark, describe el excelente indice de sobrevivencia y
la posterior diferenciacidn de células embrionarias de la neocorieza transplantadas
a la corteza de un conejo de seis semanas de edad. Este estudio pasé
desapercibido y los intentos por realizar transpiantes de este tipo fueron
esporadicos y sin éxito (Bjorklund y Stenevi, 1985; Das, 1990).

No fue sino hasta la década de los setenlas que la posibilidad de
transplantar tejido nervioso al SNC de los mamiferos fue regvaluada, Das y Altman
en 1971 repoitaron que era posible transplantar precursores de neuronas al SNC
de ratas en desarrollo. El tejido transplantado sobrevivié y se integré al tejido
receptor al cabo de 2 semanas. En 1976, Lund y Hauschka observaron que
algunas regiones relatlivamente maduras del SNC podfan también recibir
transplantes de tejido nervicso en diferenciacion. Stenevi y Bjorklund (1976)
estudiaron en forma sistemdtica la reproductibilidad y las condiciones de
sobrevivencia de los transplantes neurales.

Los numerosos estudios realizados hasta la fecha (Hoffer et al, 1974, 1975;
Seiger y Olson, 1977; Zimmer, 1978; Mollgard et al, 1978, Gash et al, 1980;
Graziadei y Kaplan, 1980; Dunnett et al, 1987; Rosenstein, 1987; Ebner et al,
1984; Escobar et al, 1989), establecen que los transplantes de tejido fetal y
neonato sufren una diferenciacion citoldgica, histolégica y funcional relativamente

normal.
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2.4.1 Aspectos Morfoldgicos.

Das y Altman (1971) y Das (1976) han mostrado que los precursores
postmitdticos transplantados al cerebro de neonatos sufren una diferenciacion
citolégica nomal. La citoarquitectura del {ejido transplantado se asemeja en la
mayorfa de los casos al patrén caracteristico del 4&rea madura particular (Das y
Altman, 1971; Lund y Hauska, 1976; Das y Hallas, 1978; Kromer et al, 1979).
Kromer, Bjorklund y Stenevi reportaron las caracteristicas de crecimiento y
organizacién celular de tres regiones del SNC (Cerebelo, Tallo e Hipocampo),
transplantado§ a una cavidad en la corteza cerebral del sujeto receptor. En dicho
estudio confirnaron el efecto de la edad del donador en el indice del crecimiento
del transplante. Desde la perspectiva de este estudio, mas importante que lo
anterior, resultan sus halazgos sobre las caracteristicas de citoarquitectura de los
transplantes, ellos concluyen que: a) Las células neuroepiteliales de las diversas
regiones estudiadas contfnuan proliferando después de transplantarse producen
neuronas con caracteristicas morfolégicas normales; b) Las células que se
diferencian antes de realizar el transplante pueden sobrevivir y mantener el arreglo
citoarquitecténico original en su nuevo ambiente; c¢) Las caracteristicas de
organizacién intrinseca y organizacion tridimensional de las regiones estudiadas
pueden desarrollarse aun en un sitio ectdpico del SNC adulto (Kromer et al, 1983).
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Las celulas dentro del f{ransplante muestran abundantes
inierconexiones. Ademads, pueden observarse haces de fibras entre el transplante
y el cerebro receptor. Mediante técnicas electrofisiolégicas y mediante estudios
con peroxidasa de rabano, se ha demostrado que se trata de aferentes y eferentes
{Lund y Hauska, 1976; Kromer et al, 1979). Estas conexiones no se establecen
al azar. Por el contrario, los datos existentes sefalan que los axones del receptor
invaden al transplante en mayor proporcién cuando éste corresponde al drea con
la que normalmente se conectan (Lund y Hauschka, 1976; Das y Hallas, 1978;
Bjorklund y Stenevi, 1979; Alvarado-Mallart et al, 1982). Por otra parte, los axones
que invaden una zona del cerebro receptor previamente denervada siguen un
patrén semejante al que caracteriza lainervacién de dicha zona, siempre y cuando
el area transplantada sea homéloga a Jja que fue destruida en el receptor
(Bjorklund y Stenevi, 1977; Bjorklund et al, 1976, 1979 y 1979b). Esto sugiere la
existencia de estimulos especificos que dirigen el crecimiento de las fibras hasta
formar un patrén semejante al normal (Lund y Hauschka, 1976; Bjorklund y

Stenevi, 1979).

2.4.2 Aspectos Funcionales.

Gash y cols (1980} son los primeros en reportar que los transplantes de
ejido hipotalamico inducen recuperacién funcional en animales con deficiencia
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congénita en Vasopresina. Posteriormente, Gibson et al (1982) con el modelo de
hipogonadismo congenito en ratones corroboran la capacidad de los transplantes
para inducir recuperacién funcional. Hasta la fecha, existen numerosos trabajos en
donde se ha estudiado el efecto de los transplanies en la recuperacién de
funciones alteradas por lesiones o deficiencias congenitas del SNC. Entre los
sistemas estudiados se encuentran: el hipocampo, el cuerpo estriado, la corteza
frontal, el cerebelo y el hipotalamo. El intervalo de parametros valorados incluyen
un amplio espectro que va desde aspectos neurcendocrinolGgicos hasta procesos
cognoscitivos (Luine et al, 1983; Labbe et al, 1981; Wallace y Das, 1982).

No obstante lo satisfactorio de algunos_ de los resultados obtenidos, existen
dudas acerca de los mecanismos por los cuales los transplantes inducen
recuperacion }uncional.

Los mecanismos propuestos hasta el momento por los cuales se suguiere
que [os transplantes al cerebro inducen recuperacién funcional se pueden clasificar
como sigue:

1) Factores inespecificos relacionados con el transplante: Se ha sugerido
que diversos factores inespecificos asociados con la presencia de tejido extrano
en el cerebro del receptor pueden explicar algunos de los cambios conductuales
que se han observado, entre dichos cambios se incluye la lesion asociada con el
procedimiento de transplante. Sin embargo, en los casos en los que se han

observado este tipo de fenémeno, el animal muestra deterioro en la conducta
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despues de la cirugfa (Houser et al,1987; Dunnet et al, 1987). Otro fenémeno
inespecifico es la ausencia de la barrera hematoencefalica en el tejido
transplantado. Rosenstein (1987) ha reportado que los transplantes de neocorteza
fetal carecen de barrera hematoencefdlica o bien que esta no esta bien
diferenciada, de tal forma que las macromoléculas que normalmente no cruzan
dicha barrera se detectan en el parénquima del transplante y posteriormente en
areas adyacentes del cerebro del huesped e incluso liquido cefalorraquideo.

2) Fenédmenos de secrecidn relacionados con el transplante: Gibson y
colaboradores (1982, 1984) proponen a este mecanismo como el responsabte de
la recuperacion de los ratones con deficiencia congénita del Factor Liberador de
la Gonadotrofina. Se propone que el transplante es capaz de secretar factores
ausentes en el tejido del receptor, para que esto sea posible, es necesario que las
fibras del transplante entren en contacto con e! sistema vascular del receptor. Un
mecanismo similar se ha propuesto para el caso de los transplantes de médula
Suprarrenal (Freed et al, 1981; Herrera-Marchitz et al, 1984). Bjorklund y cols
(1987) proponen que el transplante podria secretar factores neurotréficos por
medio de los cuales se induce la recuperacién funcional.

3) Fenémenos asociados a la interaccién morfoldgica entre el transplante y
el cerebro del huesped: La interaccién del tejido transplantado con los circuitos
neuronales de! cerebro receptor se ha propuesto como otro de fos mecanismos

que participan en la recuperacion funcional de los transtornos inducidos por
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lesiones neuroldgicas experimentales. Dicha integracidn varia en cuanto a la
complefidad de las conexiones que se establecen entre el transplante y el
huesped. En terminos generales podemos establecer dos niveles de interaccidn;
conexiones unifaterales y conexiones bilaterales. A la fecha se ha reunido una
gran cantidad de evidencia que indica que las conexiones se establecen en ambas
direcciones (Lund y Hauschka, 1976; Kromer y cols, 1979). Se ha sugerido
también que en las conexiones no sdlo existe especificidad topogrdfica (Das y
Hallas, 1978; Alvarez-Mallart y Sotelo, 1982}, sino que también existe especificidad
neuroquimica, 1o que suguiere la existencia de estimulos especlficos en el cerebro
del receptor que generan el crecimiento axonal por parle del transplante (Gibbs
et al, 1985; Harvey y Lund, 1981).

Pese e; toda la evidencia experimental acumulada, exisien aun varios
aspectos no resuelios de la relacion transpfantie - huesped que impiden asegurar
que el mecanismo de recuperacién funcional en {os casos anteriorés dependa, por
lo menoé exclusivamente, de contaclos sindpticos entre ambos tejidos. De hecho,
es posible que el mecanismo de recuperacién involucra los fenomenos de
secrecion. Es evidente que los mecanismos propuestos no son exciuyentes y
podrian ser complementarios.

Por otra parte, los datos existentes hasta el momento sugieren que los

mecanismos de actividad celular (eléctrica 0 metabdlica) (Schmidt et al, 1982;

Wurthele et al, 1981) y de comunicacién célular (Neurotransmision o
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Neurosecrecién)(Hoffer et al, 1985; Gibson et al, 1984; Krueger et al, 1985) son
similares a los desarrollados por el tejido nervioso in situ. Esto sugiere que los
efectos conductuales inducidos por los transplantes dependen de la naturaleza de
la informacién que se transmite en el sistema y no de los mecanismos de

trasmisién que participan.
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3. ANTECEDENTES ESPECIFICOS.

A la fecha numerosos estudios han demostrado la capacidad del tejido
cerebral para sobrevivir cuando se [e ha transplantado en receptores adultos (Das,
. 1974, Das et al, 1980, 1985). Para el caso de la neocorteza, se ha documentado
que los transplantes de 16 dias de edad gestaciona! continuan el proceso de
neurogénesis durante 5 o 6 dias post-transplante, dicho proceso, se detiene en el
transplante después del dia gestacional 23 (E23) que en la mayoria de los casos
corresponde al dia postnatal 1 (Jaeger y Lund, 1980 a y b; Das y Ross, 1986;
Bernstein y ¢ols, 1985). Los experimentos en que emplea timidina tritiada
revelaron que en algunos casos la histogénesis se extendié uno o dos dias més
de lo normal, nc se observd, sin embargo, alteraciones en el desarrollo Adentro-
Afuera (Das y Ross, 1986). En general, se observaron los morfotipos celulares
existentes en la corteza cerebral desarrollada in situ (Mufson et al, 1987; Hallas
et al, 1980; Das y Ross, 1986).
" En lo que respecta a la identidad neuroquimica del transplante, Aguilar
(1989) reporia que en el tejido cortical transplantado a los ventriculos, el numero
de células que respondieron positivamente a la inmunocitoquimica contra el

Péptido Vasointestinal Activo (VIP), fue menor a las que generalmente se
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1encuentran en la Corteza Cerebral normal, incluso en algunos tejidos no se
Vobs-ervd tincién alguna. Por otra parte, la .inmunocitoqufmica contra el
Neuropéptido ¥ (NPY) demostré una mayor cantidad de células que las
observadas normalmente. La densidad de neuronas que contienen uno y otro
péptido en los transplantes difirié en forma notable de la que se observa in situ,
dicha observacién constrasta con la realizada por Connor y Bernstein (1986) y
Ebner et al (1984) en el sentido de que la diferenciacion bioquimica ocurre casf
normalmente aunque con cierto retraso temporal.

Morfoldgicamente, los estudios previos (Jaeger, 1980a, 1980b, 1981, 1982;
Jaeger y Lund, 1981; Ebner et al, 1984; Mufson et al, 1987; Bermudez, 1988;
Aguilar, 1989; Escobar, 1991) en donde se han realizando transplantes corticales
de diferentes edades (E 16, 17, 18, 19) y de corteza occipital y parietal en la rata
y el ratén a receptores adultos, han mostrado organizaciones internas complejas,
pero que de alguna manera pueden clasificarse en 2 grupos: 1) el de los
transplantes que presentaron pseudolaminacién, caracterizada por la presenciade
bandas o zonas celulares paralelas entre si, de espesor variable separadas por
regiones de neuropilo y/o lobulacién, en los que la organizacién ldminar no fue
evidente, donde se pudieron distinguir agregados celulares, de tamario y poblacién
neuronal variable, pero constituidos cada uno por un tipo célular predominante.
Los agregados liegaron a estar separados entre si por fasciculos de fibras lo que

resaltaba la apariencia de lobulacién del transplante. En general, morfoldgica y
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bﬁolégicamente son muy similares al tejido normal, en ambos casos se observé
pleomorfismo neuronal y variedad de tamanos y, 2} el de los transplantes sin
organizacidn, en los que las células se encontraban distribuidas al azar dentro del
tejido transplantado.

En cualquiera de los dos tipos de organizacién citoarquitectdnica
mencionados, el desarrollo implica procesos de migracidn celular post-transplante.
Se supone que dichos procesos, no se realizan en forma similar a cuando el tejido
se desarrolla in situ, ya que en ningunc de los reportes anteriores se menciona
una laminacién similar a la del adulto.

Los reportes previos indican ausencia completa de laminacién en los
transplantes de corteza fetal temporo-parietal, en dicho estudio el proceso del
transplante e; tal que el tejido se inyecta en multiples fragmentos pequefios, lo
que produce la pérdida casi completa de la citoarquitectura original del tejido
(Escobar et al, 1991). Ya que el transplante no parece afectar el proceso temporal
de neurogénesis del tejido cortical (Jaeger y Lund, 1980a,b; Bemnstein et al, 1985;
Das y Ross, 1986), es probable que las diferencias en el arreglo citoarquitecténico
de los transplantes corticales con respecto al tejido desarrollado in situ se deban
a la alteracién de las relaciones espaciales neurona-glia dentro de la placa cortical
fetal. En pariicular. se ha sugerido que la interrupcion del arreglo radial de las
células gliales en el transplante pudiera ser la causa de la inadecuada laminacién

de los transplantes conticales (Lund, 1982).
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Lo anterior permite suponer que, las diferentes citoarquitecturas observadas
en los transplantes, podrian deberse a los distintos procedimientos de transplante
utilizados en los diversos estudios arriba citados.

Al considerar estos antecedentes, a Smith et al, (1986 a y b) y a Janeczko
(1988), quienes opinan que la glia radial sufre una transformacién hacia astrocitos
fibrosos debido al trauma de la cirugia y a lo patolégico de las condiciones post-
transplante, en el presente trabajo se estudié el efecto del procedimiento de
transplante sobre el patron citoarquitectdnico de la organizacion cortical. El hecho
de la carencia de laminacion en los transplantes disociados sugiere que el método
de transplantar pudiera modificar a las guias radiales o a las sefiales de migracién
celular durante el desarrollo de la corteza cerebral.

Con base en los antecedentes, el presente estudio tiene como objetivo
reevaluar las caracteristicas de la organizacién intrinseca y la organizaéién
tridimensional de los transplantes de corteza cerebral colocados en un sitio

ectépico del SNC aduito.
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4. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Caracterizar la arquitectura celular de los transplantes de Corteza
Parieto-Occipital fetal realizados con diferentes procedimientos {en

bloque y parcialmente disociados) mediante tinciones de Nissl.

2. Caracterizar la distribucion y orientacion de las prolongaciones
astrociticas en los transplantes de corteza cerebral fetal realizados con

diferentes procedimientos.

F

3. Correlacionar la citoarquitectura con la distribucion de la glfa dentro

del transplante.

4, Comparar el efecto de los dos procedimentos de transplante sobre la

citoarquitectura y sobre las prolongaciones astrociticas.
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5. MATERIALES Y METODOS.

’- Se utilizaron 15 ratas Wistar macho con un peso de entre 200 y 250 gramos
como receptores y embriones obtenidos de ratas de la misma cepa prefiadas en
el dia 17 de gestacion como donadoras. Todos los animales fueron mantenidos
bajo un régimen de luz-obscuridad 12:12 con agua y alimento ad libitum,

Durante el procedimiento quirargico, realizado bajo condiciones de asepsia,
todos los sujetos fueron anestesiades con hidrato de cloral ip a una dosis de 40
mg por cada 100 gramos de peso.

Al animal receptor, se le rapd la cabeza y se le realizé una insicién en la piel
con objeto de dejar al descubierto la superficie craneana. Mediante cirugia
estereotaxica, se le hizo un trepanc de 2 a 3 mm de didmetro en la regién
temporal (AP=0; L= -2; P=0) con el fin de tener acceso al ventriculo lateral
derecho (V=-5) (Paxinos, 1989). La perforacion se cubrié con gasa hasta el
momento del transplante.

Por otre lado, anestesiada la hembra donadora, se le expuso el ttero
mediante una laparotomia. Un felo fue extraido a la vez, se le decapité y se
extrajo el cerebro, el cudl se colocd en solucién salina estéril. El tejido a

transplantar se obtuvo, realizando bajo un microscopio estereoscépico (Olimpus,
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serie BH-2) y con la ayuda de microlijeras para retina, cortes verticales en la
regién parieto-occipital de la corteza cerebral fetal, de tal manera que fuera posible
obtener una pieza cubica de aproximadamente 1 mm3 , la cual fue sumergida en
solucidn salina estéril para ser recolectada posteriormente.

Se utilizarén 2 métodos de transplante: 1) Tejido transplantado en bloque
y, 2) Tejido parcialmente disociado por medios mecénicos.

El tejido a transplantar en bloque fue recolectado de la solucidn salina
mediante una cénula 18 GA, mientras que el tejido a disociar se recojidé con una
canula calibre 25. En el primer caso, el diametro de la canula permitié que el tejido
mantuviera su integridad, mientras que en el segundo, el tejido no mantuvo su
integridad, pero no se disocio por completo. Una vez que el tejido se tuvo en la
canula, se procedio a su inyeccion estereotdxicamente. Ya transplantado, la
cénula fue extralda, el trépano se cubrié con gelfoarn (Upjohn Co) y al piel fue
suturada (Figura 13).

El procedimiento completo desde la decapitacién hasta la inyeccién del
tefido no duré mas de 2 minutos. Al final, la rata madre fue sacrificada con una
sobredosis de pentobarbital ic mientras que a la rata receptora se le inyectd 0.2

ml de penicilina im y se le regresé a su caja para su recuperacion.
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B Transplante

FIGURA 13

Diagrama que muestra en la pare sup el drea ap en la Goreza
Cerebral letal de donde se obluvo el tefido que se transplantd. En la parte central, se
esquematizan las 2 formas en que se colectd el blogue de 1 mm3 de lejido cortical para su
posterior inyeccidn en el cerebro receplor adulto (parte inferior del diagrama)




5.1 HISTOLOGIA.

Despues de 4 a 6 semanas de la cirugfa, los animales transplantados fueron
anestesiados con una dosis letal de pentobarbital ip y perfundidos por via cardiaca
con 250 mi de solucion salina al 0.9% seguida por 250 mi de fijador de Somoghy
(Paraformaldehido 4% -Sigma Inc.-, Acido Picrico 15% J.T. Baker, en Buffer
Fosfato 0.1 M pH 7.2; sales J.T. Baker).

Los cerebros fueron extraidos de la cavidad craneana, postfijados durante una
hora y crioprotegidos progresivamente en scluciones crecientes de sacarosa al
10%, 20% y 30% en Buffer Fosfato 0.1 M pH 7.2 (PB) hasta su uso. Se obtuvieron
cortes coronales de 40 micrometros mediante un criéstato (Reichert-Jung) a una
temperatura de -12 grados Celsius. Los cortes obtenidos se recolectaron en PB
amanera de formar cuatro grupos seriados con una separacion entre corte y corte
de 160 micrometros.

Dos de los grupos se procesaron, uno, para tincién de Nissl y otro para
inmunocitoquimica contra la Proteina Acida Fibrilar Glial (GFAP, Incstar, Co), un
componente abundante de los filamentos intermedios del citoesqueleto astracitico
y de algunas otras células de la misma linea germina! (Eng et al, 1971; Bignami,
1973; Dahl y Bignami, 1973; Bignami et al, 198, 1981; Doering y Fedoroff, 1982;

Houle y Fedoroff, 1983; Fedoroff, 1984; Fedoroff et al, 1984; Eng, 1987; Cameron
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y Rakic, 1991).

Todos los cortes destinados para fa tincién de Niss!, fueron montados en
portaobjetos cubiertos con gelatina (0.2% Sigma Inc.} y se dejaron secar toda la
noche, después fueron deshidratados en concentraciones crecientes de alcohol
etilico (70%, 95%, 100% J.T. Baker) y rehidratados con el procedimiento inverso
con objeto de facilitar una accién mordente. Tenidos con Cresil Violeta (Sigma Co,
0.5% en agua durante 30 segundos) se diferenciaron en alcohol etilico (J.T. Baker)
y 0.01% de Acido Acético Glacial (J.T. Baker) nuevamente se deshidrataron en
concentraciones crecientes de alcohol (70%, 95%, 100%), aclarados con Xilol (J.T.

Baker) y montados los cubrecobjetos con Permount (Fisher Scientific Co).

La inmunocitoquimica se realizé mediante el método de Avidina-Biotina de Hsu
et al (1981), El anticuerpo primario {(anti-GFAP, incstar, Co) a una dilucidn de
1:250, se diluyd en una solucidn PB que contenia 1% de suero normal de cabra
(Vector Laboratories Inc} y 0.3% de tritén X-100 (Sigma Inc). Los cores se
incubaron en esta solucion a 4 grados Celsius durante 72 horas. Posteriormente,
se enjuagaron en PB con 0.9% de Cloruro de Scdio (PBS) (J.T. Baker) y se
incubaron en anticuerpo biotinilado de cabra anti-ilgG de conejo (Vector
Laboratories Inc. 1:200) durante 2 horas a temperatura ambiente. Se enjuagaron
en PBS y se incubaron nuevamente durante 2 horas a temperatura ambiente en

el complejo Avidina-Biotina, al término se enjuagaron nuevamente en PBS. El
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revelado de la actividad de peroxidasa se realizé con una solucién Buffer Tris 0.1
M pH 7.2 (Sigma. Inc) que contenia 0.05% de Diaminobenzidina (Sigma Inc) y
0.03% de Peroxido de Hidrégeno durante 5 minutos a temperatura ambiente.
La reaccion se detuvo al enjuagar repetidamente en PB. Después de la
reaccién, los cortes se montaron a partir del PB en portaobjetos cubiertos con
gelatina (Sigma Inc, 0.2%) y se dejaron secar toda la noche. Al dia siguiente, el
tejido de deshidraté en concentraciones crecientes de alcohol etilico (70%, 95%,
100%}), se aclararon con Xilol y los cubreobjetos fueron montados con Permount
(Fisher Scientific Co).
En algunos casos, con el fin de observar la posible relacién existente entre
somas neuronales y procesos gliales, se realizaron sobre-tinciones de Nissl en

laminillas seleccionadas al azar tefidas inmunocitoguimicamente contra GFAP.

5.2 ANALISIS

El analisis de los resultados se realizé con un microscopio de luz Olimpus
(Serie BH-2) y una camara lucida mediante los cudles se realizaron dibujos
seriados del area de todo el tejido transplantado. En cada dibujo se marcd
suavemente con un l4piz el area ocupada por cada tipo de organizacién célular.
Una vez realizados los dibujos, se recortaron y se pesaron en una balanza
analitica {Ohaus) se anot6 el peso total del papel recortado. Posteriormente se
conto el area correspondiente a cada organizacién celular y se pesaron
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independientemente, se anot6 en cada caso el peso obtenido. Los resultados se
interpretaron al considerar el peso total como el 100% del 4rea del transplante.
Para calibrar la relacién peso-drea se ulilizé el peso de cuadros de papet
equivalentes a 1000, 500 y 200 micrometrcs cuadrados, dibujados bajo la cémara
licida a un aumento de 20X. Estos cuadros se pesaron (3 muestras) y se obtuvo
una curva de calibracién (Figura 14} contra la cual se compararon los datos
experimentales.

La existencia de algun tipo de relacién neurona-glia se verificd mediante la
observacién de las laminillas con doble tincién Nissl-GFAP.

El anélisis de los patrones de organizacidn célular se realizé mediante la
observacién de cada uno de los diversos transplantes y se le agrupé de acuerdo

a los tipos descritos previamente en los antecedentes especificos.
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FIGURA 14,

Curva de cali real para bl ta relac I enire pesoy area
del tejido transptantado. En el eje de ias abslsas se encuentra el pesa en gramos y en el efe
de las ordenadas el area en -

Cada puento en la gralica es el promedio de los tres datos experimentales Indicados
en la tabla inleriar.




6. RESULTADOS

Toﬂos los transplantes sobrevivieron, debido a fa presién y al movimiento
del liquido cefalorraquideo en el interior de la cavidad ventricular, el tejido llegé a
establecerse ocasionalmente en regiones alejadas del sitio de inyeccién. Del total
de transplantes considerados {n=15) siete se localizaron entre el ventriculo lateral
y el tercer ventriculo, que desplazaron a la fimbria (bloque 2, 7, 8, 1,6, 9y
disociado 5), seis desviaron a los nucleos taldmico posterior y laterodorsal
talamico, y se desarrollaron entre estos y el giro dentado logrando incluso penetrar
al tercer ventriculo, (bloque 3, 10 y 5, disociados 2, 3 y 4). uno ocluyo todo el
ventriculo lateral ipsilateral en su parte rostral (disociado 1), otro se situd entre el

cuerpo calloso y el nicleo septal rostral (bloque 4; Tablas 4 y 5).

6.1 Consideraciones generales.

El examen macroscépico del cerebro de todos los animales transplantados
mostrd distencidn de los ventriculos laterales que varié de moderada a severa. Se
observé que no existian diferencias significativas entre el &area total de los

transplantes disociados y los transplantes en bloque (Figura 15).
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Tabla 4
TRANSPLANTES EN BLOOUE DE CORTEZA PARIETAL FETAL EN RATAS AEL:LTAS

NOMBRE LOCALIZACION 1ps) contr)| Organi2acion aDarente
Tercer ventriculo faterat ! ., coe
1 - Fimbrig Fornlx y Mixto

ventriculos laterales i N

Tercer ventriculo dorsal . P
2 Firoria y ventriculos et Mixto -
) laterales . L

L.vercer ventriculo dorsal M

3 Firrbriay ventricuios
tateralas
a4 .| Ventriculo lateral caudal - | - **% .0

trecer ventricuto, Fimbria

Tercer ventriculo dorsal
“Wentricylo lateral -

Venteiculo 1ateral

Fir:bria Fornix

Ventriculos, latérale'
< tercer ventriculo £
L .Tércer Ventriculo Bcrsal

’FISUI’a Hipacampa




LR g ; Tabiﬂ 5 ;
- TRANSBL ANTES CISOCIACCS CE CORTEZA PARIETAL FETAL EN RATAS ACLLTAS g
LOCALIZACICN - Ipst .~ |contra) ©-  Organizacion aparenle

Ventriculg lateral
-Ftmbrla rornix

NOMBRE -

PRRY BN A Slncruen T

. ch(rlcﬂ?o Iateral

. imbria Fornix -+
" Tercer ventriculo dorsal

Ventriculos laterales
tercer ventriculo
Tercer Ventriculo Darsal
Fisura Hipocampal

v . ¢ |Ventriculo iateral Do
: " (Fimnbria y fisura hipocampal

TABLAS4YS

Se ) las prir 1 isticas -macr 4p observadas en los
tri les en bloque y di respectivamente.

En ta prmer columna se menclona el numero del xransplaﬂle en la segunda, la
locailzacién en el Interior dei sistema y las regl tes del
receplor con las que eslablecid limites. En las dos siguienies cofumnas se iusira con cruces
fa idad de tefido do tanto ipst como conlralateralmente al sitio de inyeccién,

evalbandose de la sigulente manera. + = Escaso, ++ = Maderado, +++ = Abundante.
A continuacidén, en fa tllima columna se menciona a grandes razgos la crganizacidn
ciloarquitecidnica general del transplante cortical.



PROMEDIO DEL AREA TOTAL DEL TEJIDO TRANSPLANTADO
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DISOGIADOS BLQQUE

FIGURA 15,

Promedio del drea total final del tejido transplantado. En el eje de las absisas se
graficé el &rea en micras, mientras que en el eje de (as ordenadas se encuentra en la
columna 1, el promedio de lodas las dreas finales de los transplantes disoclados (X = 1756.5
H2 +- 316.68) y en la columna 2, el promedio de todas las dreas finales de los transplantes en
blaque (X = 1347.0u2 +- 212.05)



En todos los casos, se observé abundancia de neuronas de tamano y
morfclogias variadas. En algunos casos se observé un borde en el tejido
transplantado constituido per una capa de células ependimarias, posiblemente
desprendidas de las paredes ventriculares como resultado de! proceso de
transplante. En todos los casos existio un borde limitante consistente en una zona
de neuropilo constituido de somas gliales reactivos a GFAP, cuyas prolengaciones
formaban una reticula densa distribuida de manera continua y de grosor variable,
localizada principalmente en el limite con la cavidad ventricular. Esta misma
organizacion pero mas angosta, se observo en la interfase receptor-transplante.

En algunos de los transplantes se observaron macrofagos. En los transplantes
en bloque estas células se localizaron solamente en la interfase con el tejido
receptor, mientras que en los transplantes disociados se encontraron distribuidas

an el interior del tejido.

6.2 Transplantes en bloque

En general, estos transplantes se localizaron en los ventriculos laterales y el
- tercer ventriculo entre B= 0.80 y B= - 4.52 (figura 16, Paxinosg, 1989) y mostraron
tendencia hacia la fragmentacidn. En los transplantes fragmentados, cada pedazo

se desarrollo con identidad propia.
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FIGURA 16.

Reconslruciones realizadas con cdmara licida de cuatro transplantes en bloque
seleccionados al azar en tres niveles diferentes. En la linea superior se encuentra la regién
anterior, en la linea media la regidn central del transplante y en Ia linea inferor 1a regidn
posterior del mismo . El drea sombreada en todos los dibujos representa al tejido
transplantado y la zona negra af espaclo ventricular. En la esquina superior izquierda se
encuentra la ¢oordenada respecto a bregma segun paxinos (1989).

Cx =Corteza Cerebral.
CL =Cuerpo Calloso.

AL = Comisura Anterior.
Hip = Hipocampo.

CPU = Caudado-Putamen.



6.2.1 Anélisis morfolégico.

Casi todos de los transplantes (a excepcion del transplante 7) mostraron
solo un tipo de organizacién celular, se observaron regiones ldminadas, lobuladas
y sin orden dentro de un mismo tejido. El porcentaje de cada organizacién varié

de transplante a transplante (Ver tabla 6).

Porcion !aminada.

La region laminada del transplante estaba caracterizada por la presencia de
3 a 5 bandas_concéntricas o paralelas de aproximadamente 200 um de grueso,
organizadas como sigue: 1) Una banda extema conslituida por fibras largas
reactivas al GFAP organizadas radialmente, 2) Una banda media que contenia
neuronas redondas de tamafio mediano a grande, densamente empaquetadas y
organizadas radialmente y 3) una banda interna, constituida por un nicleo de
neuropilo donde se observaban abundantes somas gliales y fibras divergentes
largas. Ocasionalmente el orden se invertia, de tal manera que se lleg6 a observar
una banda o ndcleo interno consituido por neuronas y algunos somas gliales

{Figura 17 C-D; Figura 18 A-B).
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UANTES EN BLOGUE -

"_J’gahsplante i

TABLA 6.

Porcentajes p: de la én celular en los transplantes en bloque.

En la primer calumna se encuentm el nimero de transplante correspondiente al
animat del mismo ny en 1as cc igui se observa el porcentaje de drea de

los transplantes que presentan alguna organizacidn celular con relacidn al drea total del
igjido transplantado. El nimero al pié de cada columna representa el porcentaje promedio
total de cada organizacion.



Porcion lobulada.

Una zona con esta organizacion se presenté en casitodos los transplantes
(excepto en e 7). No se observé lobulacién total en ninguno de los casos. Se
pudo distinguir dentro del tejido varios agregados celulares separados entre si por
haces de fibras GFAP positivas que originaban la apariencia de lobulacién. En
algunos casos , los haces tenian un origen en el centro- del implante, esta
caracteristica le daba e! aspecto de formar una estructura radial. Se podian
distinguir agregados celulares de tamafio y poblacién neuronal variable pero
constituidos cada uno por un tipo célular predominante, Las células reactivas al
GFAP no mostraron alguna orientacion ni prolongaciones largas, en ocasiones,
conformaron cimulos ubicados en diversos sitios del transplante de donde partian

las fibras que originaron 10s haces.

Porcién sin orden.

Esta zona se caracterizd por presentar principalmente células de tamafio
pequeifio a mediano. Todos los transplantes presentaron este tipo de organizacidn.
No se observaron haces de fibras que dividian el interior ni organizaciones
columnares. Con la inmunohistoquimica al GFAP se observd que las células
reactivas eran pequenas distribuidas aleatoriamente en el interior del tejido y sus
prolongaciones eranigualmente pequenas y no presentaban orden alguno (Figura
17 A-B; Figura 18 C-D).
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Figura 17



FIGURA 17,
’ Microgralias de algunos de los cortes obtenidos de transplantes disociados (A-B) y de
trasnplantes en blaque {C-D) tefiidos con Nissl, ’

En los transplantes disociados se observé abundancia de c¢élulas pequefas
distribuidas aleatoriamente en el tejido indicadas con estrellas (A-B), mientras que en los
transplantes en bloque, una banda de células grandes fue claramente apreciable (indicada
con flechas en C) en C) que allemaba con bandas escasas de células {C-D). En los tejidos
B,C yD se puede ver un borde constituido por celulas ependimarias (indicadas con
asteriscos) pertenecientes al limite de 1a cavidad ventricular de animal receptor.



Figura 18



FIGURA 18.

Micrografias en donde se puede comparar la arganizacién celular observada en los
transplanies laminados con Nissl (A) y ta organizacién glial en estos (B} con la organizacion
celular en Nissl en los trasnplantes disoclados (C) y su carrespondiente en GFAP (D). En
ambos casos se trata de los mismos campos. Tanto en A como en C se puede pueden ver las
diferencias en 1a citoarquitectura, mientras que en B y D quedan ejemplificadas la distribucién
glial y sus diferencias en la longuitud y orientacién de las prolongaciones reactivas.



G.S‘Transplantes diso:ciadosr.‘f T

En general se localizaron en los ventriculos laterales entre B= 1.70 y B=-
5.20 (Paxinos, 1989; Figura 19). No mostraron tendencia a fragmentarse. A
excepcién del transplante 4 ninguno presentd porcicnes Iéminadas. Solo dos
tejidos (transplantes 1 y 4) presentaron ausencia de organizacién jaminada o
lobulada, mientras que los transplantes 2,3 y 4 mostraron ademés una

organizacion lobulada (Tabla 7).

6.3.1.Andlisis morfolégico.

Porcién sin orden.

Las neuronas existentes en estas regiones mostraron variabilidad de
tamanos prevaleciendo las células pequenas. Ninguna presenté algun tipo de
organizacion y se distribuyeron homogéneamente al interior deltgjido. La cantidad
de células reactivas al GFAP varié de moderada a severa, ninguna de las

prolongaciones gliales presentd alguna orientacion particular.

Porcién laminada.

Esta organizacién se presentd en la porcion mas pequefia de un transplante
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FIGURA 19,
Reconstrucciones realizadas con cdmara Iuclda de 4 transplantes dlsoclados
tomados al azar. Para detalles véase la figura 16.



fragmentado. La laminacién fue concéntrica y se observaron tres bandas: 1)
neuropilo, 2) Neuronas y, 3) Neuropilo. Las neuronas en la banda central
presentaron una ordenacidén radial. Este transplante en la banda externa del
neuropilo mostré, células y fibras GFAP positivas que formaron una organizacion
reticular densa, mientras que el nucleo o banda central formaba un cimulo
compacto de donde salian fibras divergentes largas.

En todos los casos, se llegd a observar gue la densidad y el tamario celular

cambiaba drasticamente al interior de un mismo transplante.

Porciones lobuladas

Al interior de estas prolongaciones se observaron agregados de tamano y
pablacién neuronal variable, constituidos por algln tipo predominante, por ejemplo
de células pequedias y esféricas separadas entre si por fibras GFAP positivas, rara
vez estos haces de fibras tuvieron un origen particular y dividian al tejido de
manera azaroza, en ciertos casos se abservaron algunos haces que ¢ruzaban el
transplante de manera particular y causaron ef efecto de una manera sinusoide o
de forma de tubo plegado sobre si mismo donde los bordes estaban limitades por

fibras GFAP positivas.
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- Tabla 7 o
PORCENTAJES CONPARA: IVOS OE ORGANIZACION EN LOS -RANSFLAN‘ES DISOCIADOS

T}ran‘sp‘lante‘ . -,‘s _stn orqgn 8 L,’nbu\ad‘o : % Lamitnado .

TABLA 7.
Porcentajes comparativos de a otganlzncién celular en los transplantes disociades.
En la primer columna se encuentra el nimero de transplanle correspondiente al

animal del mismo ni En las col 1 se observa el p je de drea de
las org: i d danlm del tejido lransulanlado
Al plé de cada columna se el p je total pi é de cada

organizaclén.



6.4 Caracteristicas de las prolongaciones citoplasmicas gliales.

Se compararon las longitudes promedio de las prolongaciones citoplasrnicas
gliales reactivas al GFAP en ftransplantes disociados que no presentaron
pseudolaminacion y en transplantes en bloque pseudolaminados y se encontraron
diferencias significativas en lo que respecta a la longitud de las prolongaciones
glialies que en los transplantes en bloque eran mas largas (Figura 20).

En lo que respecta a la orientacion de las prolongaciones GFAP positivas,
en los transplantes que no mostraron pseudolaminacion, no fue posible observar
que mantuvieran alguna orientacion en particular, se desarrollaron en direcciones
similares y cortas (figura 21 C y D y 24), mientras que en los transpiantes
pseudolaminados, las prolongaciones gliales mostraron tendencia a extenderse
hacia las regiones heuronales (Figura 21 A y B y 24) mientras que hacia la regién
no neuronal las prolongaciones eran cortas y formaban plexos fibrosos, en
ocasiones densos (Figura 23 By F)

En las preparaciones contra tefidas GFAP-Nissl, se observé que existia
cierta relacidn entre las fibras reactivas a GFAP (prolongaciones citopldsmicas
gliales) y las neuronas. Esta relacién en los que la organizacién laminar no fue

evidente, no se pudo distinguir ningun tipo de agregado celular, de tamario y
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"PROMEDIO DE LA LONGITUD DE LOS BRAZOS GLIALES
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FIGURA 20.

Promedio de longitud de los brazos gliales medidos en los dibujos de cdmara licida.

En el eje de las absisas se encuentra la longitud en micras, mientras que en e! ele de
las ordenadas; en la primer columna se observa el promedio de 1a longitud de los brazos
gliales de 4 transplantes disociados seleccionados al azar (X = 7.61% 0.42 1) en la segunda
columna se observa el promedio de la longitud de los brazos gliales de 4 transplantes en
bloque seleccionados al azar (X = 14.1 £ 1,2 p) F=8.052; T=5,116; P » 0.05.



Figura 24



FIGURA 21,
Dibujos de cdmara liicida de dos eJemplos de trasnplantes. A y B representan un

transplante laminado mientras que C y D a uno que no presentd ningun orden celular
paricular. El tipo de tincidn se menciona al ple de cada columna. En ambos casos los
campos dibujados son los equivalentes.

Es posible observar las diferencias de organizacion fanto celular en las tinciones de
Niss] con las diferencias en la organizacién y distribucién de las prolongaciones gliales en el

GFAP..



poblacion neuronal variable, pero constituidos cada uno por un tipo celular
predominante. Los agregados llegaron a estar separados entre si por fasciculos
de fibras lo que resaltaba la apariencia de lobulacién del transplante. En general,
citélogicamente son muy similares al tejido normal, en ambos casos se observé
pleomorfismo neuronal y variedad de tamarnos. En ocasiones aparente en las
regiones del tejido transptantado que mostraron alguna organizacion celular tipo

columnar.
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Figura. 22



FIGURA 22.

Dibujos realizados con camara lucida de tres transplantes disociados.

A y B constituyen un mismo transplante lo mismo ocurre para los siguientes ubicados
en un mismo renglon. La primer colurmna representa la apariencia del tejido tefildo con Niss!,
en tanto que la segunda representa el mismo campo pero observado con inmunocitoquimica
contra GFAP.

En Nissl se puede apreclar la carencia de algun tlipo de organizacion celular,
predominando en el tejido las celulas pequenas y medianas (comparar con aquellas
observadas en los transplantes laminados).

En la Inmunocitoquimica se puede observar que las prolengacionas gliales son cortas
y no presentan ninguna orentacion en paricular.
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FIGURA 23

Dibufos realizados con cdmara licida de tres transplantes laminados.

Ay B constituyen un mismo transplante, lo mismo ocurre para G-D y E-F. La pimera
columna representa la apariencia del tejido teiiido con Nissl, en tanto que la segunda el
mismo campo pero observado con inmunocitoquimica contra GFAP.

Se puede apreciar en el Niss! la presencia de una banda de células grandes (indicadas por
flachas) y moderadamente compactas que alternan con otra de células pequeiias y escasas
en todos los tejidos (indicadas por asteriscos}.

En el GFAP se observa que en la regidn correspondienie a la banda de células
grandes las prolongaciones gliales son largas y paralelas (D) o simplemente mds largas (F),
mientras que en ia zona que corresponderia a las células pequeiias las prolongaclones son
cortas y sin ninguna orientacién particutar (B y F).



Figura 24



FIGURA 24,
Dibujo realizado con camara licida de las prolongaciones gliales en un transplante

disoclado (A) y en un transplante en bloque (B). Se observa que las prolongaciones gliales
en el primer caso fueron y no se obseivé que tuvieran alguna direccidn , mientras que en el
segundo caso las prolongaciones fueron significativamente mas largas y tuvieron alguna

orentacién.



7. DISCUSION.

7.1 ASPECTOS GENERALES.

Los resultados de este estudio muestran que el tejido embrionario que
contiene una mezcla de células neuroepiteliales y neuroblastos, es capaz de
sobrevivir al trauma de la manipulacién durante el transplante y continuar su
proceso de maduracién. Esta observacion confirma lo encontrado en otros
reportes, mismos que concuerdan en que tanto el inicio como el término de la
generacién de las células en el tejido transplantado continua de manera normal
después de sufrir un breve retraso, probablemente causado por las condiciones
en las que se encuentra el tejido transplantado los primeros 2 a 5 dias
postransplante (Jaeger, et al, 1980a y b, 1981, 1982; Ebner, 1983; Patel, 1983;
Das y Ross, 1986; Rier, 1986; Hatten, 1985, Rier et al, 1983; Guillian y Lachman,
1985; Das, 1985; Das et al, 1983).

En todos los cascs, se observd un incremento de volumen en el tejido
transplantado con respecto al volumen inicial inyectado a los ventriculos laterales.

Este aumento podria deberse principalmente al fenémeno de proliferacién celular
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postransplanté (Das, 1990). De acuerdo con Das (1974), los transplantes de
Corteza Cerebral extraidos entre los dias gestacionales 14 y 20 producen los
transplantes con mayor incremento de volumen, debido a que en estas fechas
tiene lugar el punto maximo de la profiferacién celular. Este incremento en
volumen podria ser la causa de la distencién ventricular debido al bloqueo de la
circulacion narmal de! liquido cefalorraquideo. Observaciones similares han sido
reportadas previamente (Wiegen y Gash, 1988; Aguilar, 1989).

Aunque un andlisis detallado de la morfologia celular no fue el objeto de
este trabajo, es importante mencionar que, aparentemente, los principales
morfotipos celulares corticales estan presentesen eltransplante, aunque muestran
alteraciones en [a posicién somética y localizacidn axcnal. Jaeger (1980a y b,
1981) mencic;na que al no existir una relacion normal entre el tiempo de
generacién entre los sistemas corticales aferentes y eferentes y la posicién
neuronal, algunas caracteristicas morfolégicas tipicas podrian estar alteradas. Lo
que obliga a considerar con precaucién cualquier clasificacién morfolégica que se.

fuera a realizar.
7.2 Citoarquitectura neuronal.

Como se puede observar en los resultados, con excepcion de 3
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transplantes, todos los tejidos mostraron en menor o mayor proporcién tres
patrones citoarquitecténicos: lobulados, laminados y sin organizacién. Aunque en
los tejidos transplantados en bloque existié una mayor proporcion de transplantes
con organizacién laminar, mientras que en en los transplantes de tejido disociado
no se observo este tipo de organizacion. Es posible que debido al angulo de corte
del cerebro transplantado ocurra algin tipo de enmascaramiento del patrén de
organizacién celular lo que provocaria que de existir lAminas en otras regiones del
transplante, por lo que se aprecia una organizacién lobular o incluso una carencia
de organizacién.

El patrén laminar observado en los transplantes en bloque puede deberse
a que en el momento de extraccién la corteza cerebra! fetal (E17) estaba
constituida por la Zona Marginal, la Subplaca y la Placa Cortical. Esta ultima esta
caracterizada por células densamente empaquetadas y arregladas verticalmente
de manera similar a las celulas que se observan en la banda neuronal de los
transplantes laminados, mientras que tanto la Subplaca como la Zona Marginal
estan constituidas por fibras tangenciales y pocas celulas. Ambas ldminas son
temporales y desaparecenpoco despues del nacimiento (Boulder Committe, 1970).

Durante los estadios tempranos del desarrollo de 1a Corteza Cerebral, los
neuroblastos son desplazados, de la Zona Ventricular a 1a Placa Cortical, por las
células neuroepiteliales mismas y por movimientos de migracion pasivos (Mc

Connell, 1988). Conforme la distancia se incrementa, al aumentar el grosor de la
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' cortezé en vfo'rmaciéynl,f ia rhiéra(:iéré com«enza :a ‘sg} guiada por las células de la glia
‘ra‘dial;'~ » S ‘ o '

Al momento de realizar algin tipo de lesion en el SNC se induce cierto
grado 'd'e alteracion y muerte celular lo que provoca una reaccion de activacién
glial. Esta reaccion esta caracterizada por un incremento en el indice de
proliferacién celular, hipertréfia, aumento en la sintesis de la Proteina Fibrilar
Acidica Glial (GFAP), elevada actividad de la Oxido-Reduclasa y de la glutamina
Sintetasa, entre otras cracateristicas (Fedoroff, 1986; Jacobson, 1988; Rier et al,
1986; Mathewson y Berry, 1985; Janezcko, 1988; Miyake et al, 1989; Hatten et al,
1991; Eng et al, 1987, 1978, 1981; Eng y De Armond, 1982; Amaducci et al, 1981;
Bignami et al, 1980, 1972; Bignami et al, 1981).

Se ha ;)ropuesto (aunque en el feto y en el neonato la reaccién glial a la
lesién no estd bien caracterizada) (Hatten et al, 1991) que debido a esta reaccién
inducida por el trauma de la manipulacidn, la glia radial termina su diferenciacién
hacia astrocitos fibrosos de manera prematura (Connor y Bernstein, 1986). Es
probable que sea muy similar a la observada en el adulto (Janezcko, 1988;
Landry, 1990). De hecho, ¢s posibre que en este proceso participen faclores como
la interleucina 1 (IL-1) secretada por la microglia y ofras células sanguineas como
los macrofagos, relacionadas con la ruptura de la barrera hematoencefdlica y el
sangrado asociado a este proceso. Guilian y Lachman (1985) reportan que estos

factores pueden regular la proliferacién y maduracidn astrocitica y sugieren que en
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los bordes de los fransplantes (en donde la reaccion contra el GFAP es mas
intensa), es en donde ocume inicialmente una diferenciacion temprana hacia
astrocitos, lo que provoca la transformacién de células inicialmente de soporie
hacia células activadas (Rier et al, 1983; Rier, 1986), proceso que se extiende en
poco tiempo a todo el tejido (Janezcko, 1988) y ejerce ademas, un efecto benéfico
sabre las células sobrevivientes en el transplante y reduce- la intensidad de la
lesién (Lindsay, 1986). Esto alteraria, sin embrago, las relaciones neurona-gifa de
manera irreversible e impidiria la formacidn de las siguientes laminas corticales
con lo que se mantendria, entonces, solo la Idmina ya formada: {a placa cortical.

Ei procedimiento del transplante en blaque podria, entonces, no alterar a

organizacién primaria de estas laminas iniciaimente formadas por la migracidn en
conjunto de los neuroblastos.
Es probabie que los 1ejidos que mostraron organizacion fobular sean aquellos en
los que el 4ngulo de corte oculio la laminacién de la Placa Cortical lo que
probablemente evidencia et papel que juegan las Moleculas de Adhesion Celular
{CAM) durante el desarrollo.

En tejidos Desarrollades in situ se ha observado que las células que
presentan CAM similares se agrupan en cumulos que aparentemente regulan su
tamafo y movilidad y modulan su adhesividad con la Proteinas de la Matriz
Extracelular (SAM) (Edelman, 1987, 1983, 1984, 1885, 1976). Este proceso que

quiza también ocurra en los transplantes de tejido nervioso, explicaria de alguna
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manera lo cbservado en este y otros trabajos (Das y Ross, 1986, Caviness, 1982;
Aguilar, 1987, Altman y Anderson, 1973) donde se observan cumulos de ciertos
tipos celulares que han migrado a diversas regiones del transplante que mantienen
su organizacién primitiva en rosetones y cimulos, por otro lado, este fenémeno
aunado a la maduracién temprana de la glia radial podria afectar la expresién de
genes historreguladores (Edelman, 1987; Smith et al, 1986) que asf modificarfan
el fenotipo final de las células en el transplante, lo que exlicaria las observaciones
de Aguilar (1987) y de Connor y Bernstein (1986) referentes a la expresién de
péptidos atipicos en algunas células corticales.

En los transplantes completamente desorganizados, la alteracidén de las ldminas
primarias puede ser tan impaortante que el tejido se desorganize por completo, y
al carecer de las sefiales adecuadas para su diferenciacién y maduracién, las
células no adquirieran sus caracteristicas finales tipicas, predominado en ellos

celulas alieradas. -

7.3. Organizacion glial.

En las porciones laminadas, bandas ricas en glfa altemaban con aquellos
de neuronas..En esas bandas, donde rara vez se observaron somas neuronales,

las prolongaciones gliales eran largas y poseian frecuentemente orientacion
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paralela entre sf, perpéndicular al borde del transplante. En este Ultimo se
observaron abundantes somas y sus prolongaciones formaban un reticulo denso.
Esta organizacién es probable que sea una reminicencia del patrén presentado en
condiciones normales por la glia radial para un migracién célular adecuada. Los
astrocitos, al completar su diferenciacién y no sufrir alteraciones severas en su
organizacidn, mantienen aquella distribucion primitiva. Sin embargo, debido a que
el termino de su proceso de diferenciacion incluya cambios estructurales y
funcionales, pierde su capacidad de directriz en la migracién y los neuroblastos,

al no identificar entoncas al nuevo tipo celular, interrupen su migracién.

7.4 Correlacion neurono-glial

Como se observé en los resultades, en algunos transplantes fue posible
encontrar columnas de células, que quiza, correspondan a reminicencias de
gmpos de células que migran sobre una misma guia radial. Patrén caracteristico
dela coneza cerebral inmadura. La apariencia radial observada en algunos casos,
puede ser el resultado del aislamiento de una columna respecto de otras. Poco a
poco durante el desarrollo, el crecimiento del neuropilo separa los grupos celulares
alineados en sus guias, aunque cierta organizacion radial se conserva.

Hatten (1985} ha investigado el papel de las relacienes neurono-gliales en
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la diferenciacion de la glia, observd que la presencia de neuronas regula tanto la
proliferacién como la sintesis de DNA y GFAP en las celulas gliales, mientras que
por debajo de una relacién 4:1 neurona-glia, se observa proliferacién glial. Los
niveles de GFAP, la cantidad de poros iénicos, de factores neurotréficos, y otros,
estan regulados por esta interacciéon. En un transplante, es posible que las
cantidades relativas de las células sufran alteraciones irreversibles. Lo que se
reflejaria en un cambio en las relaciones neurono-gliales que a su vez originaria
afteraciones citoarquitecténicas.

Lund (1982) sugiere que esta alteracién en las relaciones neurono-gliales,
aunado a la falta de aferentes talamicas primarias durante el desarrollo, puede ser

la causa inicial de la indebida organizacién en el transplante.

7.5. Implicaciones clinicas.

Caviness y Williams (1985) mencionan que existen al menos 2 aberraciones en
el patron celular cortical como consecuencia de la interrupcidn de la relacion
neurcno-glial durante el desarrollo: las Ectopias y las Heterotopias.

Las ectopias denotan un patrén celular en el que las neuronas estan
dispuestas en posiciones externas a las capas corticales, y se encuentran células

incluso en los espacios leptomeningeales,mientras que as heterotopias se refieren
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a pétrones anormales en los que las neuronas.estén fuera de sus paosiciones
normales. Es posible que este tipo de alteraciones se deba a las interrupciones
en la migracién neuronal, mientras que el primer tipo incluya errores en la
organizacién de las tres hojas blastodérmicas, se tratara en extenso el segundo
tipo de alteraciones debido a su semejanza citoarquitectdnica con aquella
obsevada en {os transplantes realizados en este trabajo:
Las heterotopias agrupan a 3 maiformaciones:

1. Lisencefalia clasica

2. Malformacion Walker-Walburg

3. Malformacion asociada al sindrome Zellweger.

En las dos primeras malformaciones, se cbserva una alteracion en casitoda

la Corteza Cerebral. Solo las células que corresponden a las laminas V y VI
parecen desarroliarse normalmente. En ambos casos la corteza cerebral resultante
es agirica o paquigirica.
La tisencefalia cldsica se caracteriza por la pérdida del arreglo columnar en las
zonas distales a la regidn de perfusién de los canales arteriales grandes, mientras
que en las zonas cercanas no se observan alteraciones. La interfase entre la zona
normal y la anormal se distingue por su carencia casi absoluta de células
neuronales y la abundancia de astrocitos activos y vasos sanguineos pequerios.
Lo cual es congruente con un area de necrosis tisular. No existe pérdida del

patrén columnar.
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Se ha propuesto que la razon de este patrén anémalo es la hipoperfusién
vascular, que destruye los limites inferiores de la corteza e interrumpe asf la
continuidad del proceso glial.

La malformacién Walker-Warburg difiere substancialmente de la lisencefalia
clasica en el sentido de que incluye a todo un hemisferio y no a ciertas areas
restringuidas. Tipicamente, existe una depositacion extensa de colagena y otros
elementos mesenquimatosos que bloquean el espacio subaracniodeo y producen
hidrocefalia, al tiempo que los elementos mesenquimatosos continuan creciendo,
prolongaciones de éstos penetran profundamente en la Corteza Cerebral y
estructuras subcorlicales, mientras que una violenta reaccién glial se va
desarrollando simultdneamente, debido a Que este proceso ocurre durante |a fase
de migracién ’celular. ésta, se ve interrumpida totalmente. Quiza la transformacion
de la glia radial hacia astrocitos activados sea el principal fenémeno que interviene
en esta malformacion.

En lo que respecta a la malformacién Zetlweger, ésta, esta restringuida al
patrén de giros corticales en la Corteza Cerebral. Es bilateralmente simétrica y se
localiza principalmente en las regiones centrosilvianas. El patrén celular que se
observa en esta malformacion consiste en gran cantidad de neuronas de todos
tipos localizadas fuera de lugar a todo nivel en la corteza. Sugiere que la
migracion celular es alterada sin ser interrumpida. Solé parece afectar a las células

postmitéticas en etapa migratoria. En general, se la ha asociado a un desorden
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del metabolismo de los lipidos. De acuerdo con esto, la anomalia metabdlica
afecta las propiedades de membrana de los elementos gliales y neuronales que
medifican directa o indirectamente la distribucidén postmitética tipica.

Es probable entonces que los transplantes, manipulados de tal forma que
se alteren sus patrones gliales, tengan utilidad como un modelo experimental de
dichas alteraciones. Donde se puedan estudiar con mayor detalle los procesos que

estén alterados en estos sindromes.
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8. COMENTARIO FINAL

Existen al menos cuatro diferentes etapas en las que las regiones corticales
se desarrollan: 1) especificacion del destino neuronal, determinado tanto por los
‘linajes celulares como por las interacciones epigénicas que determinan su
diferenciacién progresiva, 2) determinacion de las conecciones intracorticales,
resultado de la expansién o contraccién de los arboles dendriticos y por la
formacidn y eliminacién de sinapsis, 3) especificacion de las aferentes corticales
y, 4) especificacién de las eferentes corticales, ambas organizadas por seleccién

o eliminacién de conecciones difusas.

En los ultimos 25 arfios, diversos estudios muestran que los patrones temporales
especificos de la actividad neural tante quimica como eléctrica son necesarios
durante el desarrollo para el establecimiento de los patrones de conectividad
tipicos y funcionales, no sdlo en la corteza sino también en estructuras como el
tectum optico y el tdlamo (Read-Montague et al, 1991; Dubin et al, 1988; Meyer,
1982; Clark et al, 1988). Estos experimentos demuestran {a posibilidad de que
exista un mecanismo general, basado en la actividad eléctrica y quimica durante
el desarrollo, que guie el establecimiento de conecciones neurales. De esta forma
ha sido posible llegar a 2 generalizaciones: 1) Los axones que disparan al mismo
ritmo terminan en espacios comunes y los axones con descarga diferente terminan
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en dominios espaciales diferentes. 2) Algin tipo de respuesta postsinaptica es
necesaria para que ocurra una agregacion celular adecuada (Reirter, et al, 1986;
Reirter y Striker, 1988; Schmidt, 1990).

Parece ser, que los detalles exactos de la conectividad no sélo son
resultado de una especificacién genética (Edelman, 1987). Los datos
experimentales, a los que se unen los del presente trabajo, sugieren que el
desarrollo incluye senales quimicas definidas finamente tanto temporal como
espacialmente (Dodd y Jessell, 1988; Harris y Holt, 1990; Sretavan, 1990;
Constantine-Patton et al, 1990).

Es probable, que la organizacién celular en el transplante pueda resultar
alterada no sélo por una reaccién celular individual, sino también por efectos en

conjunte de las condiciones locales.

59



9. CONCLUSIONES.

1. El tejido cortical trasnsplantado a las cavidades ventriculares prolifera,
crece y se diferencia, estos sucesos parecen no allerarse debido al procedimiento

dee transplante.

2. La organizacion citoarquitecténica definitiva del transplante depende

parcialmente del metodo usado para su inyeccidn al sitio receptor.
3. Es probable que la presencia de bandas o laminas en el transpiante en
bloque se deba a la conservacién de alguna de las ldminas formadas durante el

desarrollo cortical.

4. La ausencia de laminas en los transplantes parcialmente disociados quiza

sea producto da la destruccidn de las laminas formadas durante el desarrolio.

5. Existe cierta relacion entre las l&minas neuronales y las prolongaciones

gliales en los transplantes en bloque.
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6. El estudio de estos tipos de transplante podrian usarse como un modelo
experimental de algunas alteraciones del. desarrollo del “SNC. que ocurren

naturalmente en humanos.
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