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Resumen.

Con base en los antecedentes de que €l Sistema Nervioso Central (SNC) de la
rata adulta posee una capacidad de regeneracion tisular y celular importantes
después de una lesion, y que la regeneracion se realiza mejor después de introducir
en la lesion tejido embrionario similar y Factor de Crecimiento Neuronal (FCN),
los objetivos del presente trabajo fueron: 1. Valorar morfométrica y
numeéricamente las células gliales en transplantes homotdpicos de corteza insular
de 15 dias postransplante, y 2, Analizar si la adicion del Factor de Crecimiento
Neuronal en el tejido transplantado tiene algin efecto tanto en la morfologia como
en el niimero de las células gliales.

El estudio se efectu6 en 16 ratas lesionadas bilateralmente en la corteza insular.
Después de la recuperacion postoperatoria, las ratas se dividieron en cuatro lotes
de cuatro animales cada uno. Un grupo no recibié tratamiento y funcioné como
testigo; otro recibi6 transplante homotOpico bilateral de corteza insular fetal
(TRANS), otro el tejido fetal + FCN diluido en medio de cultivo Dulbecco-Eagle
modificado (DMEM) y el ultimo el transplante + DMEM. A los 15 dias
postransplante los animales se sacrificaron para el andlisis histologico con la
aplicacién de las técnicas argénticas de Del Rio-Hortega para astrocitos,
oligodendrocitos, microglia, macrofagos, fibras reticulares, fibras nerviosas y
doble impregnacién. El andlisis morfométrico de los transplantes, de los tipos
celulares y de los vasos sanguineos asi como su cuantificacién, se efectud
mediante un sistema de procesamiento digital de imdagenes (BIOCOM) y el
programa Histo 2000 en seis cortes rostrales a nivel de la corteza insular, de cada
condicién experimental y testigo, impregnados con cada una de las técnicas
argénticas mencionadas. Los resultados se analizaron con las pruebas estadisticas
de ANOVA y Tukey.

En todos los lotes se encontraron diferencias significativas en la morfologia,
niimero y tamafio de las células gliales. El transplante con FCN mostré ademés un
aumento significativo del niimero de las neuronas, mitosis y vasos sanguineos.

Los resultados sugieren que el grupo tratado con Factor de Crecimiento
Neuronal presenta mayor integracién de los transplantes, valorados por el niimero,
tamafio y caracteristicas morfoldgicas de las poblaciones neuronales y gliales, asi
como por su vascularizacién y caracteristicas de la interfase transplante-huésped.
Ademés, el nimero y tamafio de las mitosis sugieren un efecto mitogénico del
FCN en las condiciones  particulares de  estos  transplantes
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INTRODUCCION

TRANSPLANTES.

En la Wtima década, la técnica de transplantes fetales en tejido cerebral adulto,
ha sido ampliamente utilizada para estudiar la capacidad de recuperacién del tejido
nervioso daiiado en ratas adultas (Azmitia y Bjorkland, 1987; Das, 1990). Se han
empleado dos tipos de transplantes cerebrales, los homot6picos (tejido
embrionario similar al del adulto) y los heterotopicos (tejido embrionario diferente
al del adulto). En el primer tipo se ha mostrado que los transplantes fetales
reestablecen las conexiones anatémicas especificas en el cerebro huésped, para
recuperar una funcién determinada (Jaeger y Lund, 1981; Kimble, 1988; Fonseca
ef al., 1988). En el segundo caso el reestablecimiento se efectia de una manera
limitada, (por ejemplo, el modelo mas empleado es el transplante de estructuras
cerebrales de origen y diferenciacion similares, como cs el caso de las vias
catecolaminérgicas, sustancia nigra en niicleo caudado).

Para probar la recuperacién funcional, se han elaborado diferentes
procedimientos como la valoracién de la conducta adquirida. Un modelo
ampliamente desarrollado en el estudio de los procesos de aprendizaje es el
condicionamiento aversivo a los sabores (CAS), (Bermudez-Rattoni e/ al., 1991a).
En este modelo, ratas adultas normales adquieren aversidn a un sabor mediante
estimulos condicionados, Enseguida se produce la lesion de los centros nerviosos

involucrados en la integracion de este aprendizaje. como la parte gustativa de la



hcocorlezé insular o de la porcion anatémica del sistema limbico identificada
como Ja amigdala. Ambas lesiones inducen a la incapacidad de adquirir el
aprendizaje a la aversion gustativa (Bermidez-Rattoni et al,, 1987),
Recientcmente, se ha mostrado que los transplantes homotépicos de tejido fetal en
alguna de cstas areas lesionadas, causan la recuperacion de la conducta aversiva
perdida, no asi los transplantes heterotopicos, colocados en la misma corteza
gustativa pero provenienies del area tectal (Escobar er al, 1989). Este disefio
experimental demuestra por una parte la especificidad de la respuesta neuronal a
ciertas funciones cognoscitivas y por otra parte la plasticidad neuronal medida en
términos dc regeneracion  tisular y celular del tejido huésped. Asi como, la
capacidad de diferenciacién y maduracion tanto celular como del tejido
embrionario dentro del tejido cerebral adulto (Fernandez-Ruiz et al., 1991).

Los estudios preliminares morfoldgicos de las zonas transplantadas, utilizando
las técnicas argénticas como la modificacion de Golgi rapido (Diaz ef al, 1981),
han mostrado la presencia de diferentes estadios de desarrollo neuronal, glial y
angiogénico en ambos tejidos (embrionario y del huésped), inducidos quizas por
los numerosos factores troficos presentes en ellos. Al mismo tiempo, los estudios
anatomicos se han efectuado de una manera cronologica, es decir, observando los
diferentes tiempos postrasplante (15, 30, 45 y 60 dias). En las etapas iniciales (15-
30 dias postransplante), se observan numerosos procesos angiogénicos del tejido
embrionario que se adhiere al tejido del huésped. De manera simultinea ocurre la
proliferacion de los elementos gliales y fibras nerviosas abundantes que cruzan el
limite entre el huésped y ¢l tejido embrionario transplantado, indicado la
existencia de una interrelacion dinidmica morfofuncional entre ambos tejidos
(Femandez-Ruiz ef al., 1991). Al efectuar las comparaciones entre los diferentes
tiempos de recuperacion histologica con el periodo conductual en el que se

presenta la recuperacion de la conducta aversiva condicionada, se observa que



ambos procesos ocurren entre los 30 y 60 dias postransplante, indicando que existe
un lapso en el que se reestablecen las vias morfofuncionales y que ademas existe
un periodo de 15 dias‘en dondc la recuperacion funcional es pobre, por lo que se
asume falta de maduracién morfofuncional del transplante. En este mismo modelo,
la adicién de Factor de Crecimiento Neuronal (FCN) en el area lesionada no
produce efectos significativos en la recuperacion funcional. El mejor resultado en
este sentido se obtuvo con el transplante homotépico + FCN, como lo indican las
primeras evidencias morfoldgicas con técnica de Golgi, que muestran mayor
maduracion neuronal en esta condicion experimental (Bermidez-Rattoni er al.,
1991b). Sin embargo todavia no se sabe si esta recuperacion persistira por el resto
de la vida del animal.

En 1a perspectiva historica de los transplantes neurales hecha por Das en 1990,
se hace notar que muy poca, y en algunos casos ninguna, atencion se ha dado a la
caracterizacion histoldgica de los transplantes en todas sus categorias: neurales y
no neurales, sobrevivientes o necroticos. La conclusion se bzisa en el hecho de que
en practicamente todos los estudios no se hizo un andlisis histolégico adecuado,
tanto de los transplantes como de los cambios patolégicos inducidos en el huésped.

Por otra parte, la gran mayoria de los analisis morfolégicos y fisiolégicos se
fundamentan en el estudio del desarrollo, diferenciacién y maduraciéon de los
clementos neuronales. Aun cuando la evidencia indica proliferacién y
diferenciacion abundante de la glia, existe poca descripcién morfolégica de los
elementos gliales in situ (Jacque et al., 1986; Ferndndez-Ruiz et al., 1991), y no se
sabe como se establece el linaje glial, ni mucho menos como ocurren las
transformaciones estructurales que sufre el tejido neural como consecuencia de su
participacion activa durante los procesos de regeneracién tisular. También se sabe
poco acerca de las interacciones glia-neurona y glia-vasos sanguineos en

condiciones de transplante.



(;ﬁa
Neuroglia

El Sistema Nervioso Central (SNC) estd constituido por neuronas y glia (la
palabra glia fué tomada del griego y traducida como "pegamento”). La glia es por
mucho la mas numerosa en todas las regiones del Sistema Nervioso Central de los
vertebrados. Durante el desarrollo embrionario, la glia es la primera en formarse,
sin embargo, la vasta mayoria no surge sino hasta muy tarde, cerca del nacimiento
o en el periodo posnatal temprano. Conforme se asciende cn la escala filogenética,
es mayor la preponderancia de la glia sobre las neuronas, esta relacion es marcada
en el SNC de roedores, primates, y maxima en humanos, Asi, las funciones vitales
del cerebro nunca podran ser entendidas completamente por la via del
conocimiento aislado de las neuronas y por la creencia de que la funcién glial es
dar soporte a las neuronas para que éstas cumplan su noble funcién.

Las asociaciones estrechas entre glia y neuronas y entre glia y vasos fueron
reconocidas por los primeros neurohistologos, incluidos Golgi y Cajal. Si
embargo, ¢l entendimiento de su fisiologia es mucho mas reciente, data de los afios
60°’s con los trabajos pioneros de Kuffler y Nicholls (1966), quienes usaron
técnicas bioldgicas y electrofisiolégicas. En los afios recientes, el advenimiento de
técnicas poderosas que utilizan a los anticuerpos monoclonales, el ADN
recombinante y la tecnologia de "patch-clamp”, ha permitido reconocer el papel
fundamental de la glia en la neurogénesis, la regeneracion neural y la funcién
neuronal, Las interacciones entre neuronas y glia se establecen por dos vias: una
directa, a través de difusion y sefiales de superficie celular y otra indirecta, por los
efectos sobre el medio intersticial y la barrera hematoencefalica (Abbott y Raff,

1991).



 Linaje glial

Clasicamente, desde los estudios morfologicos con el empleo de
impregnaciones argénticas y microscopia electrénica, las células macrogliales en el
SNC fueron divididas en oligodendrocitos y astrocitos y mas tarde divididos los
ultimos en protoplismicos y fibrosos, localizados en las sustancias gris y blanca
respectivamente. Actualmente, con las técnicas inmunocitoquimicas se ha visto
que los cultivos de astrocitos del nervio 6ptico de rata contienen tres tipos de
células macrogliales antigénicamente distintos: oligodendrocitos y dos tipos de
astrocitos, tipo 1 y tipo 2, los cuales aparecen en diferentes etapas de desarrollo y
derivan de dos linajes celulares distintos y no se interconvierten (Fig. 1). Los
astrocitos tipo 1 de un precursor (A2B5-, PFAG+, citotactina-) y los
oligodendrocitos y los astrocitos tipo 2 de otro precursor (A2B5+, PFAGH,
citotactina+) comin denominado progenitor O-2A (Regan, 1988). Los astrocitos
tipo | se encuentran principalmente en cultivos de sustancia gris y son
considerados semejantes morfologica y antigénicamente a los astrocitos
protoplasmicos observados in vivo. Funcionalmente, los astrocitos tipo 2 se
consideran semejantes a los astrocitos fibrosos (astrocitos perinodales) de los
tractos de fibras mielinicas (Cameron y Rakic, 1991). Mientras que el precursor O-
2A en cultivo se diferencia auténomamente en oligodendrocitos, su diferenciacion
en astrocitos tipo 2 requiere de dos o maés sefiales producidas por otras células,
probablemente astrocitos tipo 1 y células mesenquimatosas: factor neurotréfico
ciliar (FNC) y sefiales de la matriz extracelular (Prochiantz, er al. 1990;
Manthorpe, etr al. 1990). Los astrocitos tipo 1 también producen el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (FCDP) y el factor de crecimiento fibrobléastico
(FCF); ambos estimulan la division de! O-2A y su diferenciacion en

oligodendrocitos. En las células O-2A, la exposicién simultinea a estos dos
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FIG. 1
Concepeién moderna del posible linaje glial durante el desarollo de la corteza cerebral.

La presencia o ausencia de antigenos de identificacién se indican por flechas cen signos + o -.
(Cameron & Rakic, 1991.)



mitégenos inducen autorrenovacion y ausencia de diferenciacién. Esto concede
importancia relevante a la interacciones glia-glia ( Choi, 1990; Levi, er al. 1990;
Sensenbrenner, et al. 1590; Rumsby er al., 1990; Fulton esal., 1991; Noble et al.,
1991; Dulty y Schwab, 1991, McKinnon et al., 1993).

In vitro, los astrocitos tipo 1 tiemen una morfologia aplanada semejante a
fibroblastos, mientras que los tipo 2 la tienen estrellada. Los astrocitos tipo 1
forman la glia limitante y extienden sus procesos hacia la piamadre y los vasos
sanguineos y los astrocitos tipo 2 lo hacen hacia los nodos, formando una estrecha
asociacion con la membrana axonal a nivel de los nodos de Ranvier. Por otra
parte, se ha sugerido que los astrocitos tipo 1 expresan canales de sodio "tipo
glial", mientras que los de los astrocitos tipo 2 son de "tipo neuronal” (Minturn e/
al., 1990).

La diferenciacion de O-2A hacia oligodendrocitos depende de seiiales
medioambientales; las células del linaje oligodendrocitico se caracterizan por la
aparicién del antigeno O4, la diferenciacién en oligoderidrocitos maduros se
caracteriza por la aparicidn de galactocerebrdsido, seguida por la expresién de
proteina proteolipidica (PLP) y proteina basica para mielina (MBP) (Bausal et a/.,
1990).

Skoff and Knapp, (1991) definen a una célula como oligodendrocito cuando
expresa un marcador antigénico que es especifico para la célula madura in situ e
indican que la vasta mayoria de glia que se divide en el cerebro de roedores en
etapa posnatal, expresan marcadores y tiemen las caracteristicas de
oligodendrocitos inmaduros (Gard ef al., 1988). Kettennmann e/ al, (1991) han
demostrado que los precursores oligodendrogliales expresan un tipo definido de
voltaje y canales ionicos que cambian con el desarrollo. Cuando el precursor
bipotencial se desarrolla hacia oligodendrocito, el voltaje de Na+ y varios tipos de

corriente de K+ desaparecen mientras que se hace dominante una corriente de K+



rectificante hacia el interior de la célula. El cambio en el repertorio de canales
puede reflejar la transicién de un estado plastico (precursor glial) a uno mas
especializado (oligodéndrocito). La formacion de uniones comunicantes entre
células del linaje oligodendroglial tiene lugar sélo cuando estas se transforman en

oligodendrocitos ( Von Blankenfeld ef al,, 1993).
Interacciones neuronales-gliales durante el desarrollo

Se sabe actualmente que la glia juega un papel importante en el desarrolio
neuronal, influenciando la forma neuronal, la emigracién de neuroblastos y de los
conos de crecimiento, la sobrevivencia y la diferenciacion neuronal. Se ha
sdgerido que el contacto entre neuronas y glia en el SNC del embrién en desarrollo
controla el nimero de varias clases de células nerviosas y determina sus
proporciones correctas. Ademds, tales contactos pueden regular el despliegue
apropiado de células gliales las cuales, de manera subsecuente, pueden participar
en la compartamentalizacién y al mismo tiempo servir como guia para la
emigracion neuronal. Tales contactos han sido también implicados en la
adquisicién de fenotipos neuronales especificos, gufa de los conos de crecimiento
y envolvimiento de los somas y prolongaciones neuronales. Se piensa que las
células gliales también son intermediarios metabdlicos esenciales entre las células
-endoteliales de los capilares y las neuronas. Los procesos de las células gliales
también estan implicados como elementos intermediarios en el ‘rearreglo y
eliminacion de las uniones sindpticas. Finaimente, se ha reconocido que las
membranas gliales estan involucradas activamente en el intercambio de nutrientes,
neurotransmisores, segundos mensajeros, iones y varios factores de crecimiento,
todos los cuales juegan un papel preponderante en el desarrollo normal del cerebro

(Rakic, P. 1991).



Las interacciones neuronales y gliales durante la regeneracion y el desarrollo
provienen de eventos moleculares miiltiples, dado que las células gliales producen
moléculas de reconoéimiento que promueven el crecimiento de los axones, la
expresion de las cuales se correlaciona con su potencial para promover la
regeneracion en los sistemas nervioso central y periférico de los mamiferos
adultos. La glia reconoce también moléculas de unidades o de grupos de neuronas
durante el establecimiento de los mapas topograficos y despliega la funcién dual
de ser adhesiva y antiadhesiva. Las funciones de barrera de las moléculas gliales
antiadhesivas  pueden contribuir a la inhabilitaciéon de las neuronas para
regenerarse en el SNC de mamiferos adultos. La moléculas de reconocimiento
glia! pueden influenciar el medio i6nico intra y extracelular durante el desarrollo
(§chachner, 1991).

Los estudios neuroanatémicos han mostrado que las fibras astrogliales proveen
el sustrato primario para la emigracion neuronal. Estudios in vivo proveen
evidencias de que las neuronas emigrantes exbresan ‘caracteristicas citologicas
distinguibles, que incluyen la formacién de uniones especializadas en sitios de
contacto y la extension de un proceso principal activo en direccidén de la
emigracion. /n vitro, la astrotactina (expresada por las neuronas) juega un papel
critico en la unién neurona-glia durante los periodos de la emigracion neuronal
guiada por la glia (Stitt et al., 1991).

Durante el desarrollo ‘'del cerebro, la glia v los glucoconjugados que la rodean
(glucoproteinas, glucolipidos, glucosaminglucanos) forman unidades funcionales
que consisten de agregados densos de glia radial PFAG+, astrocitos jovenes y sus
procesos Yy glucoconjugados regulados (que pueden ser moléculas de
reconocimiento de las membranas o estar contenidas en la matriz extracelular),
Lesiones en el desarrollo del cerebro y la astrogliosis revelan la reexpresion de

algunas macromoléculas presentes durante la formacion de areas en el desarrollo



(Laywelly Steinder, 1991).
Mielinizacion y desmielinizacién

En el SNC un oligodendrocito mantiene muchos internodos, algunos de
diferentes axones, por lo que la demanda metabdlica de estas células durante el
desarroflo es enorme. Durante el proceso de mielinizacién el oligodendrocito
presenta un nucleolo prominente, una gran concentracion de ribosomas y complejo
de Golgi, lo que se correlaciona temporalmente con el incremento de sintesis de
proteinas y lipidos para formar la mielina. Por el conirario en el SNC adulto el
citoplasma del oligodendrocito posee menos reticulo endoplasmico y se caracteriza
pdr una demanda metabélica reducida (Davidson, 1991).

El programa por el cual los precursores de los oligodendrocitos se diferencian
en células formadoras de mielina es el resultado de la interaccién entre la
expresion de genes intrinsecos y sefiales ambientales. La maduracién de los
oligodendrocitos parece estar determinada por la activacion y represién secuencial
y transcripcional de genes especificos por medio de la union de proteinas al ADN
(Brophy, 1991). Durante la diferenciacién neural, los oligodendrocitos aparecen
primero en la zona subventricular (ZSV) como células redondeadas, mas largas
que anchas y positivas al gangliosido GD3. Estas células no tienen las
caracteristicas ultraestructurales de los oligodendrocitos o los astrocitos maduros;
sin embargo, al abandonar la ZSV forman procesos cortos y escasos, 10s cuales se
van haciendo cada vez mas complejos y largos, hasta adquirir Ia morfologia adulta
(Goldman y Vaysse, 1990).

El proceso de desmielinizacion inflamatoria en el SNC ha sido revisada por
Compston y Scolding (1991), quienes sugieren la siguiente secuencia de eventos

durante este proceso: Primero los linfocitos T activados y macréfagos expresan



moléculas de adhesion superficial que siguen el curso de las células éndoteliales.
El aumento en la permeabilidad permite que varios mediadores solubles se
concentren en la supe;'ﬁcie abluminal de los capilares cerebrales, produciéndose
un edema local intenso; el niimero de oligodendrocitos se reduce, las células que
sobreviven se muestran anormales y la mielina es removida por macréfagos. Las
células fagociticas infiltradas desarrollan placas que contienen restos de mielina
asociados con anticuerpos y complemento; la lesion subaguda es ahora
reconstituida por oligodendrocitos © sus progenitores y hay una extensa
remielinizacion; sin embargo en las lesiones cronicas se ha observado una marcada
reduccion oligodendrocitica asi como desmielinizaci6n.

Ludwin (1990) por su parte indica que después de la degeneracion Walleriana,
los oligodendrocitos del cerebro adulto pueden sobrevivir en ausencia de axones,
pero no se sabe si su estado de diferenciacion permanece igual. Pocos
oligodendrocitos pueden incorporar timidina tritiada, ya que la mayor respuesta

proliferativa se observa en microglia y astrocitos, -
Interaccion neuronal-glia! durante la regeneracidn

Si el SNP es dafiado puede ocurrir cierto recrecimiento y reconexidn. Las
preguntas importantes en este campo son 1) jpor qué esto mismo no sucede en el
SNC? y 2) ¢pueden ser atribuidas algunas de estas diferencias a las propiedades
gliales? Hay evidencia suficiente de que las células de Schwann del SNP jucgan un
papel crucial en el mantenimiento del crecimiento axonal después del dafio, pero
en la glia del SNC parece no ocurrir asi, porque las proteinas que previenen el
crecimiento axonal estan asociadas con la mielina producida por los
oligodendrocitos (Schwab et af., 1990). Ademas la proteina glial unida a

hialuronato (GHAP) es un factor inhibitorio para el crecimiento axonal. La GHAP
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es una glucoproteina que se localiza principalmente en la sustancia blanca y
aparcce tarde en ¢l desarrollo. Se ha sugerido que la GHAP es producida por una
poblacién glial PFAG; que es diferente dc la poblacion de astrocitos tipo 2 con
morfologia estrellada (Bignami et al., 1990). Se ha reportado también que los
astrocitos adicionados a cultivos de neuronas hiperinervadas, inducen disminucién
dramatica del nimero de contactos sinapticos previamente establecidos (Meshul e/
al., 1987).

Por otra parte, es posible que los astrocitos constituyan una proteccidn neuronal
después de varios tipos de insultos. Vibulsreth et al. en 1987 demostraron mayor
sobrevivencia de neuronas cultivadas con astrocitos, en comparacion con cultivos
neuronales puros después de un insulto andxico. También es evidente que la
pr.oliferacic'm o alteracion de los astrocitos (acimulo de PFAG, aumento de tamafio
o numero de procesos) es una reaccion cerebral en respuesta a una variedad de
insultos (Costero, 1946; Sher y Hu, 1990).

Si se acepta que la glia juega entre otros, un papel en el desarrollo y enla
reconstruccion del cerebro adulto dafiado, no es exagerado aceptar la posibilidad
de que la glia pueda guiar 14 plasticidad neuronal en la vida adulta en el proceso
continuo de aprendizaje, adaptacién y memoria. Si como se ha sugerido la glia
tiene un papel en las propicdades plasticas del SN, no es coincidencia la primera
demostracion hecha por Miiller y Best en 1988, de que la corteza visual del gato
adulto puede ser restaurada plasticamente por el transplante de glia neonatal
(astrocitos cultivados) (Raisman, 1991).

Transplantes de nervio periférico en sitios del SNC adulto (coliculo superior)
cambian el medio no neuronal y permiten el crecimiento de los axoncs centrales
adultos, los cuales penetran en sus blancos y reforman las sinapsis normales para

excitar o inhibir a las neuronas postsinapticas (Bray et al., 1991; Bunge, 1991),



Electrofisiologia y transporte glial

Se ha sugerido una funcion dindmica para la neuroglia en el control del
microambiente neuronal (Attwell ef al., 1991), para la cual existe una sefializacion
entre neuronas y glia (Barres ef al., 1988; Salm et al., 1990. Barres, 1991 y Van
der Zee er al.,, 1993).

En resumen, Ritchie (1991) ha puntualizado que: 1) los astrocitos expresan
canales de voltaje, 2) estos canales expresan un espectro de corrientes, 3) las
diferentes corrientes fluyen en clases separadas de canales (Na, K, Cl, etc), 4) un
astrocito dado puede expresar corrientes con diferentes caracteristicas
electrofisioldgicas i vivo o in vitro, 5) las caracteristicas de corriente expresadas
pbr un astrocito pueden cambiar con el tiempo de cultivo y 6) el patrdn de
corriente expresado por un astrocito depende de los contactos neuronales.

La actividad eléctrica de algunas ncuronas libera iones K+ en el espacio
extracelular, este aumenfo en la concentracion del K+ ‘puede causar severas
alteraciones en la excitabilidad neuronal (Reichenbach, 1991), lo cual apoya las
evidencias de que las neuronas pueden controlar la expresion de los canales
gliales. El hinchamiento temporal de la glia en respuesta a las altas

" concentraciones de K+ es resultado de su funcion homeostatica para el
mantenimiento de una concentracion extracelular constante de potasio (Walz y
Mujerji, 1988).

Canady et al., en 1990 han sugerido que la liberacién de K+ en el espacio
extracelular pueda regular la expresién de PFAG y la morfologia de los procesos
astrociticos. Las neuronas activas mantienen la expresion nommal de PFAG y
facilitan la plasticidad morfolégica de las prolongaciones astrociticas. En las
neuronas inactivas o muertas falla la liberacion de K+ y sobreviene un aumento de

la expresién de la PFAG y posiblemente aumento en la rigidez y extensién de los
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procesos astrogliales.

La transferencia de iones y moléculas pequeiias entre axones y glia ha sido
reportado en vertebraﬁos e invertebrados, sin embargo poco se sabe del papel
funcional de las grandes moléculas que intercambian axones y glia. Reportes
recientes sugieren que algunas de estas grandes moléculas son "proteinas de
estrés”, que se sintetizan en la glia y son transferidas a los axones y que pueden
asistir directa o indirectamente a las neuronas para tolerar el estrés ambiental como
el shock térmico, exposicién a téxicos quimicos, privacion de oxigeno y glucosa y

lesiones traumaticas.
Glia y Barrera hematoencefalica

Todos los vertebrados y algunos invertebrados poseen una barrera
hematoencefilica, pero la barrera de los invertebrados esta formada por la glia, la
cual tiene varios tipos de unién en sus bordes (comunibantes y ocluyentes),
mecanismos ion y voltaje-dependientes y baja permeabilidad paracelular; las
propiedades de liga de cationes de la matriz extracelular coadyuva al mecanismo
de barrera. En todos los vertebrados excepto los elasmobranquios, la barrera es
endotelial, esta formada por uniones intercelulares estrechas entre las células
endoteliales y sirve para aislar al cerebro de los cambios de composicién de los
fluidos circulantes. La barrera hematoenceflica proporciona un microambiente
extracelular basal cuyos cambios pueden ser controlados por las células gliales, ya
que este microambiente no es constante y cambia durante la actividad neuronal y
sinaptica, hay cambios en la concentracién de K+, Ca++, pH, liberacién de agentes
neuroactivos y factores que afectan la excitabilidad neuronal (Brightman, 1991).

Las interacciones entre astrocitos y células endoteliales han sido demostradas

in vivo en transplantes de tejido cerebelar y en cocultivos endoteliales-astrogliales
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in vitro. Los microvasos sin barrera, originados desde el iris del ojo, se hacen
capilares de barrera cuando ellos penetran en el interior de un tejido neural y se
cubren de procesos asﬁogliales‘ En cultivo, la presencia de la astroglia restaura las
propiedades de las uniones estrechas de la barrera con la formacién de
encallamientos amplios, ininterrumpidos y complejos. Otro efecto de la astroglia
sobre las uniones celulares es una marcada reduccién en las uniones comunicantes,
probablemente afectadas por factores secretados por los astrocitos (Brightman y
Tao-Cheng, 1990; Nagy y Martinez, 1991), posteriormente a la induccién de los
complejos de union, surge sobre las membranas endoteliales la expresion de
enzimas y transportadores regulada por los requerimientos fisioldgicos del

compartimiento neuronal (Risau, 1991).
Receptores gliales, sefiales y segundos mensajeros

Uno de los caminos probables a través de los cuales interactiian las neuronas y
la glia durante el desarrollo, Ia funcién neural adulta y los estados patoldgicos, es
quizas la comunicacién desde las neuronas hacia la glia via el K+, pero la
comunicacion a través de los neurotransmisores es potencialmente mas especifica
y precisa. Los trabajos de esta década han mostrado que con muy pocas
excepciones la neuroglia posee los mismos tipos de receptores acoplados a las
mismas vias de sefialamiento intracelular y canales idénicos presentes en las
neuronas (Hansson, 1990; Pearce, 1991, Van der Ze€ et al., 1993).

Los receptores para glutamato de los astrocitos son muy similares a los
receptores de glutamato presentes en las neuronas centrales, teniendo ademas de
las similitudes biofisicas, algunas farmacolégicas (Gallo et al., 1990). Evidencias
indirectas sugieren que los astrocitos tipo 2 son las células que extienden sus pies

terminales a los nodos de Ranvier in vivo y que este tipo de astrocitos es el que
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expresa receptores a glutamato, lo cual sugiere que la activacién de tales
receptores pudiera alterar las concentraciones de potasio y sodio locales al nodo de
Ranvier o alterar la éxcitabilidad del ax6n. Los astrocitos tipo 2 tienen canales
sensibles a voltaje activados por calcio y sodio ( Fatatis ¥ Brenneman, 1990; Cull-
Candy y Wyllie, 1991).

Los receptores peptidicos gliales (como receptores: VIP, adrenérgicos,
serotoninérgicos, opioides, aminoicidos y sustancia P) muestran diferencias
regionales interesantes dentro del SNC y la unidén al sistema de segundos
mensajeros intracelulares (Hansson, 1990; Hésli ef al., 1990; Wilkin ef al., 1990,
1991). La glia a su vez puede liberar agentes neuroactivos incluyendo taurina que
puede actuar como un neuromodulador inhibitorio y modular los niveles de Cat++
qlie pueden ser importantes en la sinapsis, pero también puede actuar en la
regulacién del volumen tanto de las células gliales como neuronales (Dutton y

Philibert, 1990; Kimelberg ef al., 1990).
Microglia

La diminuta célula de microglia del SNC representa un elemento no neuronal y
no astrocitico que ha sido motivo de controversia, ambigiiedad semantica,
caracterizacion evasiva y ontogenia indefinible. Su movilidad, polimorfismo,
sensibilidad microambiental capaz de transformar su expresion fenotipica, desafia
el uso de términos convencionales para describirla (Theele and Streit, 1993).

Desde los trabajos pioneros de Del Rio-Hortega ('1919, 1921y 1932) y Costero
(1929, 1930, 1931), se describe la morfologia y funcién de las células de microglia
y se postula que: 1) son elementos de origen mesodérmico, que proceden de la
Piamadre, en especial de la tela coroidea superior e inferior, 2) al penetrar al tejido

nervioso sufren cambios en su morfologia como: redondeada, tuberosa,



seudopédica y ramificada, 3) la variabilidad en la forma es debida a movimientos
de gesticulacion, translacion y acomodacion a los intersticios nerviosos y al estado
de reposo, 4) son maéréfagos genuinos que intervienen activamente en procesos
patologicos y 5) Durante los procesos patologicos recuperan paulatinamente las
formas seudopddica, tuberosa y redondeada, lo cual es favorecido por el
reblandecimiento local de la trama nerviosa.

In vitro, si se recambia el medio de cultivo, se presentan solamente escasas
células microgliales, pero cuando se mantiene muchos dias sin cambiar el medio,
las células de microglia se multiplican rapidamente. Cuando al medio de cultivo se
le afiade carmin laca, tinta china u otro colorante de los empleados para bloquear
el sistema fagocitico mononuclear, la microglia emigrante lo fagocita y transporta
hasta los limites del medio, el cual queda en pocas horas limpio de cuerpos
extrafios. La microglia presenta en los cultivos, casi exclusivamente formas
seudopédicas y amiboides (Costero, 1929, 1930, 1931).

Muchas de las conclusiones de Del Rio-Hértega y Costero, respecto a su
transicion  metamorfica, fisiologia, propiedades patofisiolégicas, origen
embriologico v distribucion histogenética se ha corroborado con los métodos mas
recientes y sofisticados. Con el advenimiento de la inmunohistoquimica se espera
que ¢l linagje microglial pueda ser establecido en los proximos afios con base en la
expresion comin de antigenos (Theele abd Streit, 1993).

Se ha reportado que macrofagos de origen hematico entran al tejido cerebral
dafiado; sin embargo, en el cerebro maduro normal solamente se ha encontrado
microglia ramificada, células morfolégicamente diferentes a los macréfagos. Al
utilizar marcadores especificos (Dil-ac-LDL) las células con prolongaciones
cercanas a las lesiones son idénticas a la microglia ramificada encontrada en el
cerebro en desarrollo. Parece que las células ramificadas de la lesidn representan

‘una poblacidn celular intrinseca del cerebro. Estas células ramificadas Dil-ac-
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LDL+ aparecen unas horas después de la lesion y decrecen en nimero, de tal
forma que dos dias después del dafio la mayoria de las células marcadas fueron
células de forma reddndeada. A este tiempo la carencia de células con procesos
puede representar la conversién de microglia ramificada hacia formas amiboides
como sugirio Del Rio-Hortega (Giulian, 19%0). Con anticuerpos monoclonales
Perry et al., en 1985 han mostrado que células que expresan receptor Fc y
receptores de complemento, son indistinguibles por su morfologia de la microglia
parenquimatica. Por otra parte estudios histoquimicos han demostrado la presencia
abundante de esterasa-no-especifica (+) en la microglia amiboide en ¢l cerebro de
ratas recién nacidas (Giulian, 1990).

Si bien los macréfagos activados son capaces de cruzar la barrera
hematoencefalica y entrar al SNC, el cerebro tiene su propia poblacion residente
de células fagociticas o microglia, células de linaje macrofigico que pueden haber
derivado de macrofagos infiltrados durante la vida perinatal. La microglia
amiboide y redondeada se reconoce en el cerebelo fetal de ratén en el dia
embrionario once (E-11), marcada con una lectina conjugada-peroxidasa, el
nimero de la microglia se incrementa constantemente después de este tiempo. La
microglia amiboide se sigue reconociendo hasta P-10, después s6lo se encuentra
microglia ramificada (Ashwell, 1990). Utilizando técnicas de inmunohistoquimica
para la deteccion de la glucoproteina F4/80 de membrana para macrofagos, se
encontrd que la microglia redondeada y seudopéddica solo se encuentra en el SNC
en los sitios carentes de barrera hematoencefilica; en el resto de los territorios
solamente esta presente la microglia ramificada (Lawson er al., 1990). Los
cambios morfologicos asociados con la activacion microglial se parecen a los
observados en macrofagos y se sabe que son acompaiiados por alteraciones en la
expresion de antigenos de histocompatibilidad mayor que es lo mas notable de la

activacion inmunologica (Compston y Scolding, 1991).
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Las células de microglia tienen las caracteristicas de las células del linaje
macrofagico (Frei, ef al., 1987). Ademas del Factor de Necrosis Tumoral (FNT),
la microglia activada'produce interleucina-1 (IL-1) y proteasas, mediante las
cuales puede mediar el dafio tisular y contribuir a la astrogliosis y por sus
propiedades fagociticas remueve los detritos celulares. La liberacion de IL-3
derivada de los astrocitos induce la proliferacién de las células de microglia (Frei
et al., 1988). Electrofisiolégicamente, la carencia de corriente de salida de K+ de
las células de microglia, las hace muy sensibles a los agentes despolarizantes
Kettenmann et al,,1993) y por tanto a los cambios microambientales que se
suceden en condiciones normales y patoldgicas.

El término plasticidad funcional se ha usado para referirse a los cambios en {a
mbrfologia microglial, inmunofenotipo y funcién que ocurre cuando estas células
son confrontadas con algin cambio en su microambiente, el cual puede ser
resultado del desarrolio normal o de algin insulto (Theele y Streit, 1993).

La astroglia secreta factores tréficos que transforman las células progenitoras
en microglia. Uno de estos factores es el factor de crecimiento macrofigico (FCM-
I). Los fibroblastos embrionarios también secretan un factor tréfico que actia
sinérgica o aditivamente con el FCM-1 sobre las células microgliales progenitoras
(Richardson et al., 1993).

En estado sano el SNC es un sitio inmunolégicamente privilegiado ya que es
notablemente pobre en la expresién de productos del complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH); sin embargo, el SNC tiene todos los requerimientos
bésicos para dar una reaccién inmune local por células gliales activadas (microglia
y astrocitos) presentadoras de antigenos (Aloisi y Wekerle, 1990). Esto se ha
observado durante las enfermedades, lesiones y transplantes, con la expresién de
moléculas de superficie Clase Iy Clase IT del CMH (Kajiwara et al., 1991). Poco

tiempo después del dafio, la microglia activada, quizés por sefialamiento neuronal,
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y -los macrofagos invaden los sitios lesionados del SNC. Estas células estin
comprometidas en una variedad de actividades que incluyen eliminacién de
detritos, - liberacion de factores de crecimiento astroglial (interleucina-1),
intermediarios de oxido nitrico reactivos (anidn superoxido y NO), intermediarios
de oxigeno reactivos (O2- y H202) componentes del complemento, proteinas de
union (ferrtina y fibronectina), secrecion de proteasas (catepsina B y L),
prostaglandinas, leucotrenos, factor de necrosis tumoral (FNT) y presentacion de
antigenos (Giulian e/ al., 1988; Giulian, 1990; Banati e/ al., 1993). El papel de las
citocinas inflamatorias en la patogénesis de las enfermedades neurolégicas no ha
sido bien entendido. Los efectos neurotoxicos de las citocinas puede ser mediado
por la inmunoestimulacion de las células de microglia que producen
concentraciones toxicas de 6xido nitrico (NO), axidos de nitrégeno reactivos,
anion superoxido y aminoéacidos excitatorios parecidos al glutamato y quinolato, lo
cual sugiere una interaccidon entre neuronas y microglia y un efecto citotoxico de
las células de microglia (Boje y Arora, 1992; Giulian, ]993'; Banati er al., 1993).
La interleucina-1 inhibe a los oligodendrocitos in vitro y ¢l FNT también ejerce un
efecto citotéxico sobre ellos, efecto que puede ser inhibido por el Factor de
crecimiento transformado B1, producido también por las células de microglia. El
repertorio de factores toxicos producidos y liberados por la microglia da a estos
clementos el papel clave en la iniciacion y mediacion del dafo tisular
autodestructivo secundario (Banati er al., 1993), (figura 2).

La diferente respuesta inmunoldgica de la microglia cerebral, marcada con
anticuerpos para microglia y macréfagos, valorada en diferentes modelos de
trauma y enfermedad, refuerza el concepto de que la microglia es un miembro
pluripotente de la familia macr6fago-monocitica y que posee la capacidad para
responder de diversas maneras; algunas de ellas muestran alta especificidad y

plasticidad de reaccién, por las diferentgs moléculas que elaboran (Floris ef al.,
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Fig 2. Interaccion enire neuronas y microglia. El estrés neuronal produce un
sefialamiento desde las neuronas a la glia. La microglia es "un elemento de
respuesta temprana” que responde al sefialamiento inicial neuronal con una
respuesta graduada, que incluye la liberacion de productos de secrecion. De
acuerdo a la severidad del estrés neuronal, la microglia desplaza las sinapsis
conduciendo a la deaferentacién de 1a neurona estresada, o si se produce la muerte
neuronal, remueve la neurona muerta (Banati, e/ al., 1993).



1993).

La accion de las- neurotoxinas producidas por la microglia reactiva y
macréfagos durante la.fase aguda de inflamacién puede limitar Ia sobrevivencia y
la funcién neuronal, Esta accién puede ser balanceada por factores de crecimiento
liberados por los astrocitos en las fases tardias de la reparacién del dafio (Giulian,

1993).

CORTEZA INSULAR

Anatomia y Funcion

Desde 1959, Benjamin y Akert describieron la corteza insular como un area
cortical crucial para la sensibilidad gustativa. Lo datos morfofuncionales indican la
existencia de una corteza gustativa dividida en subareas, una de las cuales es la
corteza insular (Braun ef /., 1982) (Figura 3).

Via Gustativa: La informacién sensorial gustativa, es llevada por fibras gustativas
provenientes de los nervios facial intermedio, giosofaringeo y vago y proyectan
directamente sobre el mniicleo ventromedial posterior talamico, existiendo una
colateral al micleo central amigdalino para terminar en la corteza insular y a la
neocorteza sensorial primaria, en donde se integran los estimulos gustativos.

Aferencias: Por diversos experimentos anatémicos de lesién, se ha mostrado que la
corteza insular que rodea a la arteria cerebral medial de la rata, recibe un nimero
considerable de proyecciones monosinépticas desde el area gustativa pontina asi
como axones colaterales de las proyecciones amigdalocorticales y pontocorticales
- que pasan por el niicleo ventromedial posterior del tilamo. Las lesiones en la
corteza insular producen defectos en la adquisicién del condicionamiento aversivo
a los sabores, mientras que las 4reas de asociacion gustativas no contribuyen a la

integracion de esta conducta, indicando una relacion funcional circunscrita a
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Figura 3. Region cortical gustativa, delimitada (circulos llenos) por los estudios
electrofisiolégicos de Yamamoto y Kawamura (1972). Las neuronas gustativas se
localizan dentro de la corteza somatica y corteza insular (dreas 13 y 14). Corteza
insular (in), arteria cerebral medial (MCA), corteza motora (MS), corteza
prefrontal (PFC), neocorteza somatosensorial primaria (SSI).



ciertas zonas de la corteza insular (Braun et bl., 1982) .

Filogenia.

En los reptiles se reconoce por primera vez una neocorteza primordial
identificada como la formacién existente entre el hipocampo (arquicorteza) y la
corteza piriforme (paleocorteza). No se delimita claramente entre las estructuras
corticales cincunvecinas, por lo que se le describe en estos animales como corteza
general.

Los mamiferos presentan la mayor evolucién laminar de la corteza, ademas de
circunvoluciones neocorticales presentes en particular en las especies visuales
como el hombre, los cetaceos y los felinos.

La formacién de la neocorteza insular se debe en parte a que durante el
desarrollo de los hemisferios cerebrales, la neocorteza empuja en sentido ventral y
lateral a la corteza piriforme, formando de esta manera el surco rinal, que es una
linea de demarcacién entre las dos areas corticaleé. '

La estructura citoarquitectural en seis capas de la corteza, sugiere su posible
evolucion a partir de la corteza hipocampal y piriforme simultaneamente. El
arquicortex que forma la cara medial y el paleocértex que forma la cara lateral de
cada hemisferio cerebral, probablemente ambos dieron origen a una corteza
laminada cuya arquitectura entre las tres y las seis capas es de complejidad
intermedia. Esta corteza intermedia rodea a la primitiva corteza original y una
segunda zona de neocorteza aun mas diferenciada forma un anillo concéntrico
adicional, que se convirtié en las estructuras parahipocampales de la superficie
medial, tales como la circunvolucion del cingulo y la corteza insular de la cara
lateral hemisférica. Un tercer anillo de neocorteza, todavia mas diferenciado,

aparece entonces formando la corteza paralimbica y parainsular cuya funcién es la
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integracion de informaciones sensitivas y motoras.

En el cerebro humano, la region insular estd completamente cubierta por los
mérgenes de la cisurz; de Silvio, aunque esta parcialmente cubierta en algunos
otros primates. En la mayoria de los mamiferos, la region insular homoéloga queda

superficial en la cara lateral del hemisferio (Samat y Netsky 1976).
Ontogenia

El origen de la neocorteza humana comprende cinco etapas: Durante Ia etapa I,
se forma la placa cortical (7-10 somitas) cuyas células son postmitoticas y emigran
de la zona ventricular hasta las zonas intermedia y marginal; durante la etapa II, l1a
piaca neocortical aumenta en grosor y se hace mas compacta, enmarcindose con
las fibras de 1a zona intermedia, existiendo emigraciones celulares y aumento en la
densidad de los axones. En la etapa III, la placa se divide en laminas; entre las
semanas 11 a la 13, las céiulas se distribuyen de manera lieterogénea mostrando
distintos grados de madurez. Durante la etapa IV, entre las semanas 13 y 15, la
zona ventricular se adelgaza, y la zona intermedia se engruesa haciéndose mas
homogénea. Durante esta etapa muchas células llegan a la capa superficial. En la
etapa V, que se inicia en la semana 16, sucede la maduracién cortical, la cual
termina durante el periodo neonatal; en esta etapa todavia se presenta la
emigréci(m neuronal, sin embargo, otras células estdn proliferando en la zona
ventricular, La proliferacion de estas células es importante durante la ontogenia, ya
que estas producirin todas aquellas neuronas medianas y pequefias, las cuales van
a formar la poblacion de interneuronas, cuya funcién es la regulacion de los
mecanismos moduladores por inhibicién sinaptica de los circuitos neuronales que
configuran centros y niicleos funcionales, (por ejemplo las células productoras del

neurotransmisor inhibitorio, dcido gamma amino butirico). Esta diferenciacién
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heterocronica dentro del desarrollo cerebral dd como resultado un incremento
sustancial de las interrelaciones celulares. De manera simultinea, se aumenta el
numero de células gli.ales, estableciéndose los linajes gliales, se diferencian las
capas corticales y ocurre un proceso activo de sinaptogénesis (en la rata este
proceso se prolonga hasta la sexta semana postnatal), estos eventos son
conducentes a la formacion de los diferentes plexos o estratos sindpticos dentro de
la corteza.

Dentro de los procesos de crecimiento neuronal, es preponderante la presencia
de los conos de crecimiento tanto axonales como dendriticos, El alargamijento de
los mismos conlleva una serie de procesos extra e intracelulares que culminan con
el establecimiento de conexiones especificas con el organo blanco. Entre los
mecanismos extracelulares que participan en el crecimiento del cono se encuéntran
las relaciones fibra-fibra, el orden cronolégico de arribo y las clases funcionales de
comunicacion entre los elementos .adyacentes. La concentracién de factores
tréficos y tropicos, identificados como sustancias guia, hace posible que un
nimero limitado de sustancias puedan controlar el orden espacial de un gran
niimero de fibras nerviosas. Otros factores troficos externos que se sabe tienen
papeles relevantes, aiin cuando no se conocen bien su secuencia, temporalidad y
mecanismo de accion, son cierto tipo de iones como ¢l calcio, magnesio y potasio,
proteinas de la matriz extracelular, hormonas y factores de crecimiento neuronal.
Dentro de las respuestas intracelulares (genéticas) se identifican todos aquellos
mecanismos autocataliticos que involucran la actividad enzimatica y de receptores,
asi como un autoensamblaje de estructuras del citoesqueleto. Por otra parte la
interrelacion de los factores externos e internos determina la complejidad, el orden
espacial, la secuencia temporal y la especificidad de dichos eventos (Diaz-Cintra y

Ortega, 1991).
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FACTORES DE CRECIMIENTO

El desarrollo del Sistema Nervioso esta controlado por la produccion y muerte
de neuronas. La neurogénesis se verifica por dos caminos, 1) proliferacion de
células neuronales precursoras en las zonas germinales o ganglios periféricos y 2)
diferenciacion de células precursoras hacia neuronas postmitéticas. El nimero de
neuronas generadas durante las fases iniciales de proliferacién y diferenciacion es
constante y especifico para los diferentes niicleos del sistema nervioso central o
ganglios definidos del sistema nervioso periférico. El nitmero final de neuronas se
obtiene durante el proceso de muerte neuronal selectiva, de la cual resulta una
reduccién sustancial del nimero de neuronas que se producen inicialmente. La
extension de la muerte neuronal se ha demostrado que depende del medio
ambiente embrionario y del tamario del blanco inervado.

El factor de crecimiento neuronal (FCN) es el agente neurotrofico y
neurotrépico mejor caracterizado. Se produce tanto en el sistema nervioso
periférico como en el central, en las células blanco de neuronas responsivas al
factor de crecimiento neuronal y el inicio de su sintesis se correlaciona con el
arribo de lo axones a esos blancos después de que las células se vuelven
postmitéticas (Rohrer, 1990). E1 FCN no se restringe a sus efectos tréficos y
tropicos sino que ha mostrado regular la sintesis de neurotransmisores y
neuropéptidos en neuronas FCN-dependientes, induce la sintesis de enzimas
especificas (acetilcolintransferasa, tiroxinhidroxilasa y dopamina beta hidroxilasa)
y participa en la regeneracion neural después del dafio. Se sintetiza principalmente
en las células de los tejidos blanco de las neuronas sensoriales y ganglionares de
las neuronas simpaticas del SNP. Se sintetiza también en regiones del sistema
nervioso central inervadas por neuronas de tipo colinérgico del cerebro basal

(hipocampo, bulbo olfatorio, corteza cerebral, micleos basales de Meynert y la
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Banda Diagonal de Broca), el FCN promueve la sobrevivencia de las neuronas
colinérgicas en cultivo y previene en vivo a éstas neuronas de la degradacion
después de la axotom-:'a. Se sintetiza en las células de los tejidos blanco de las
neuronas sensoriales ganglionares y de las neuronas simpaticas del SNP (Davies,
1991).

Las evidencias muestan que la infusion del FCN in vivo causa un aumento en la
actividad de acetilcolintransferasa en el desarrollo del cuerpo estriado y del
cerebro basal de la rata y previene la degeneracién de las neuronas colinérgicas
septales después de la seccion de la fimbria del hipocampo. En ratas de edad
avanzada, la infusion del FCN previene la atrofia de neuronas colinérgicas del
cerebro basal y mejora las pruebas de memoria espacial (Hayashi et al.,1990). Hay
evidencias de que el FCN puede ejercer acciones locales sobre las neuronas
colinérgicas del estriado tanto in vivo como in vifro estas neuronas responden con
un incremento de actividad de acetilcolintransferasa (ChAT). Tanto ¢l FCN y su
receptor como el ARNm del FCN y su receptor se coexpresan en el desarrollo del
cuerpo estriado en tiempos muy similares, semejante expresién se ha observado
también en el desarrollo del cerebelo y del bulbo olfatorio.

La naturaleza quimica del factor de crecimiento neuronal fue descrita por Rita
Levi-Montalcini y Hamburger en 1953 {en: Fahnestock, M. 1991), como un
péptido que tiene un requerimiento maximo en un periodo definido del desarrollo
del Sistema Nervioso, ya que estimula la division celular de precursores
neuronales, su diferenciacién, y la sobrevivencia de las neuronas diferenciadas. El
Sistema Nervioso presenta ademas otros factores troficos que tienen funciones
semejantes a las del FCN, en general todos estos factores interactian con
receptores de la membrana celular que son especificos para la transduccién de la
sefial quimica por un cambio metabdlico particular en el interior de la célula. En el

modo de accion del FCN se sabe que una variedad de vias de segundos mensajeros
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son estimuladas, en algunos casos, la activaciéon de proteinquinasa especifica (
Rumsby et al, 1990; Pierre ¢t al., 1990) y la fosforilacion de proteinas, sc han
demostrado que median las acciones fisiologicas agudas del FCN tal como el
aumento en la sintesis de neurotransmisor. Hay evidencias de que la fosforilacion
protéica en la mediacion del cambio de la expresion génica, lo cual es esencial
para las acciones de largo plazo del FCN tales como el establecimiento de los
mecanismos de potencial de accion y la generacion de axones (Halegou et al.,
1991).

Entre otros factores de crecimiento celular que tienen efecto en el SNC o SNP
o en ambos se encuentran: neurotrofico ciliar, neurotréfico derivado del cerebro,
epidérmico, fibroblastico 4acido y basico, insulina, similar a la insulina,
néuroleucina, factor de maduracién glial, nexina (derivada de la glia), interferén
gamrha, factor de crecimiento transformado, factor derivado de plaquetas e
interleucinas 1,2 y 3 (Rohrer,1990; Lim, 1990; Avola et al., 1990; Patel er al,
1990; Aleman, 1991; Baghadassarian ef al., 1993, Hunter et al., 1993; McKinnon
et al,, 1993).

El factor neurotréfico ciliar (FNTC) junto con FCN son los tnicos factores
conocidos que tienen un efecto mas inhibitoric que estimulatorio sobre la
proliferacion celular. El factor de crecimiento fibroblastico (FCF) es un potente
factor de crecimiento neuronal que tiene efectos especificos sobre la division,
diferenciacion y sobrevivencia de células nerviosas especificas, ademas estimula a
los astrocitos quiescentes a reentrar en el ciclo celular, la adquisicién de la
morfologia estrellada y aumenta la expresion de la proteina fibrilar acida glial
(PFAG). (Rohrer, 1990).

E! factor de crecimiento neuronal aparece en tiempos definidos en el SNC. En
el hipocampo de la rata por ejemplo, se detecta una tercera parte en el dia 16

embrionario, del valor encontrado en .el adulto, alcanzando su maximo alrededor
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del dia 20 posnatal, y su minimo durante la senectud (50% de los valores del
adulto). El decremento del FCN en el estado adulto refleja probablcmente la
remocion del FCN polr transporte retrogrado desde los tejidos blanco (Hayashi es
al., 1990).

Varias técnicas bioquimicas e inmunohistoquimicas han sido usadas para
mostrar que cultivos primarios de fibroblastos, células de Schwann y astrocitos
sintetizan y liberan FCN en el medio de cultivo (Davies, 1991, Bothwell, 1991).
Sin embargo, se carcce de evidencias de que esto suceda in vivo. Varias
observaciones sugieren que la produccion del FCN por éstas células ocurre como
consecuencia de la remocion de su medio ambiente natural y a la separacion de su
asociacion normal con las neuronas (Davies, 1991).

" Se sabe que diversos tipos de dafio cerebral estimulan la produccién de FCN
tales como lesiones quirurgicas, hipoxia y secuestro limbico, en éste ultimo caso la
fuente del FCN es neuronal pero en los dos casos anteriores parece provenir de las
células inflamatorias tales como astrocitos reactivos, microglia y macréfagos
(Chao, 1991). Durante las lesiones, la expresiéon del FCN y su ARNm ocurre en
dos fases, primero un incremento inicial en la sintesis del FCN seguido de un
segundo aumento aparentemente debido a los efectos de la interleucina-1 (IL-1)
liberada por los macrofagos infiltrados (Chao, 1991). El dafio en la fimbria fornix
produce un incremento signigicativo tiempo-dependiente de la proteina fibrilar
acida glial (PFAG) e inmunoreactividad PFAG en dreas especificas de la
formacion hipocampal. La mayoria de estos cambios son pasajeros y desaparecen
después de 30 dias post-lesion, esto refleja una actividad de los astrocitos. Las
evidencias hacen suponer que los astrocitos producen y secretan factores
neurotréficos que soportan la sobrevivencia y/o el crecimiento axonal de neuronas
centrales y periféricas. A la fecha se sabe que solamente los astrocitos reactivos o

los astrocitos en proliferacion secretan factores tréficos y trépicos (Gage et al.,
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1991).

- La proliferacién y activacion microglial a menudo precede a la proliferacion
astrocitica; Giulian el. al, (1986, 1988a y b) han mostrado que la microglia
activada produce IL-1 y que esta estimula la proliferacion astrocitica in vitro e in
vivo. Se ha demostrado también que la IL-1 regula la sintesis del FCN en células
no neurales del nervio ciatico daiiado y que esta es secretada desde los macrofagos
activados en la vecindad del nervio dafiado. Se han observado resuitados
semcjantes en las poblaciones de astrocitos y microglia en la capa molecular
externa del giro dentado desnervado, proponiéndose que: la degeneracion terminal,
activa a la microglia a fagocitar en la zona de degeneracion, la microglia activa
libera IL-1 dentro de su medio, la cual induce la proliferacién de astrocitos, los
astrocitos reactivos a su vez secretan factor de crecimiento neuronal el cual atrae a
las fibras colinérgicas que expresan RFCN sobre sus membranas (Gage e/ al.,

1991),

Con base en los antecedentes de que el Sistema Nervioso Central de la rata
adulta posee una capacidad de regeneracion tisular y celular importantes después
de una lesion, y que esta regeneracion se realiza mejor después de introducir en la
lesion tejido embrionario similar y factor de crecimiento neuronal, el OBJETIVO
GENERAL del presente trabajo se fundamenté en la valoracion tisular y celular
de la glia en transplantes homotdpicos de corteza insular embrionaria de 16 dias
con y sin factor de crecimiento neuronal (FCN), en cerebro de ratas adultas a los

15 dias postransplante.
Objetivos especificos

1. Valoracién morfométrica y numérica de las células gliales en transplantes
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homotépicos de corteza insular de 15 dias postransplante.
‘2, Analizar si la adicién del factor de crecimiento neuronal en el tejido
transplantado tiene algiin efecto tanto en la morfologia como en el nimero de las

células gliales.
MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 16 ratas macho adultas y 4 hembras gestantes de dos dias, de la
cepa Wistar de 250g de peso aproximadamente, Se mantuvieron en jaulas
individuales con libre acceso al agua y al alimento, en cuartos de bioterio con
ciclos 12:12 horas de luz-oscuridad.

- Bajo anestesia con pentobarbital sédico (50 mg/Kg) las 16 ratas macho fueron
lesionadas bilateralmente en la neocorteza gustatoria (dreas 13 y 14 de Krieg; en
las coordenadas estereotaxicas: AP = +1.2, L = +/-5 y V = -5). Cada rata fue
posicionada en el aparato estereotixico y expuesto el craneo; los orificios a través
del hueso se realizaron con un motor y una fresa de dentista. La lesion cerebral se
realizd con un electrodo monopolar de acero inoxidable, haciéndo pasar una
comriente anddica de 1 mA durante 60 segundos, posteriormente se limpid cl
cranco y se suturo la piel. Después de 14 dias de recuperacién postoperatoria, los
animales se dividieron en cuatro grupos de cuatro animales cada uno. Tres grupos
recibieron transplante homotdpico bilateral de corteza insular y otro no lo recibié y
se mantuvo como testigo (LESION). Los transplantes se realizaron de Ia siguiente
manera: Bajo anestesia se extrajeron de la cavidad abdominal de las ratas
prefiadas, los fetos de 16 dias (E-16), de los cuales se extrajeron los cerebros que
se colectaron en suero fisiolégico y bajo el microscopio se disecd el area
temporoparietal (detras del surco rinal) para transplantar. Fragmentos de 2 mm? de

este tejido se cargaron en una microjeringa Hamilton (100 pl) y se colocaron
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estereotaxicamente en las mismas coordenadas del area lesionada, en el cerebro de
las ratas experimentales previamente anestesiadas y preparadas para tal fin, en una
de las tres condicione's siguientes: Un grupo recibi6 bilateralmente el transplante
de tejido fetal (TRANS); o&o recibi6 simultineamente el tejido fetal mas el factor
de crecimiento neuronal (FCN) disuelto en medio de cultivo modificado de
Dulbecco-Eagle (DMEM) y se denomin6 como T+FCN; y el otro grupo recibié el
transplante mas el vehiculo (T+DMEM). El vehiculo y el factor de crecimicnto
neuronal se aplicaron en una pequefia pieza de material reabsorbible (gelfoam),
que sirvio al mismo tiempo para llenar la cavidad de la lesién y finalmente se
limpié el craneo y se sutur6 la piel. A los 15 dias postransplante las ratas de los
tres grupos transplantados y testigo lesionado se sacrificaron para el analisis

histolégico.
Técnicas Histolégicas.

Los animales se anestesiaron con pentobarbital sédico, para ser perfundidos por
via intracardiaca con una solucién amortiguada de formol al 10%. Después de 12
hs se disecd el cerebro y se separd un fragmento coronal de 4 mm de grosor que se
seccion0 en dos mitades simétricas. Se utilizaron solamente los fragmentos del
hemisferio izquierdo de los que se hicieron cortes coronales de 20 pum de grosor
con un criostato (American Optical), para la aplicacion de diferentes técnicas
argénticas de Del Rio-Hortega: la Doble impregnacion en caliente y las especificas
para astrocitos, oligodendrocitos, microglia, macréfagos, fibras nerviosas (variante
Barroso-Moguel) y fibras reticulares (Estrada ef al., 1982).

Las preparaciones histoldgicas obtenidas se seleccionaron para su anélisis
cualitativo y cuantitativo, para lo cual se emplearon dos microscopios uno con

camara licida (American Optical) y un fotomicroscopio con Optica
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planoapocromatica (Zelss) con los cua]es se hnc ron: dlbu_]OS de los diferentes

tipos celulares ewdencmdos con las dlferente tecmcas yse tomaron series de

fotomicrografias.
Valoracion morfométrica,

Todos los datos morfométricos se determinaron por digitalizacion de imagen
con el programa Histo 2000 del Sistema BIOCOM (Corkidi, G. 1989; Hirsh e/ al.,
1992).

El area de los transplantes, su superficie y sus ejes mayor y menor se
determinaron con un objetivo de 2.5X en 6 preparaciones de cada grupo (24
préparaciones). La valoracién morfométrica de los tipos celulares se efectué con
un objetivo de 40X en dreas rectangulares equivalentes de 1700 pm?, en la zona
adyacente a la corteza olfatoria. Por unidad de 4rea, se cuantificaron y se midié el
perimetro de los astrocitos, oligodendrocitos, células de microglia, macréfagos y
neuronas, en doce campos de cada grupo, con la técnica especifica para cada caso
(60 preparaciones). De manera automatica, el programa genera los datos del érea,
los diametros mayor, menor y equivalente y el factor de forma (la unidad
representa el circulo perfecto y mientras méas pequefia es la fraccién, mads irregular
es la célula). También, para cada grupo, se cuantificaron y se midieron los
perimetros de los vasos sanguineos mayores de 100 um? en los mismos doce
campos y en la misma 4drea (48 preparaciones), pero con un objetivo de 25X.
Ademas se obtuvieron los datos morfométricos de las mitosis observadas en seis
preparaciones de cada grupo transplantado (18 preparaciones), en toda el area del
transplante con un objetivo de 40X.

Los datos asi obtenidos se procesaron con el paquete estadistico SPSS

(Scientific Package of Social Sciences), y con el paquete grifico Harvard
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Graphics. Las pruebas estadisticas utilizadas para valorar las diferencias entre los
distintos parametros del tamafio de células y transplantes, y las densidades gliales,
neuronales, vasculares y de células en mitosis, en las diferentes areas y
condiciones experimentales, fueron el analisis de varianza (ANOVA) de una via y

la prueba de Tuckey (Infante y Zarate, 1988).
RESULTADOS

Cualitativos:

Tflmaﬁo del transplante

Todos los transplantes presentaron diferente tamafio (Léminas 1, 2 y 3), siendo
aquellos a los que se les adiciond el FCN los que se observaron mejor integrados,
ya que en varios puntos no se observa la interfase fibrosa y glial (Lamina 4, figura

2).
Reaccidén inflamatoria y necrosis tisular

En el transplante de corteza insular embrionaria en el sitio de lesion (TRANS),
se encontraron zonas mis grandes de necrosis tisular, con grandes huecos y
abundantes fibras reticulares. Se presentd ademas una gran cantidad de células
inflamatorias pequefias, entre ellas se destacan: microglia ramificada y en
transformacion, linfocitos, fibroblastos y abundantes macréfagos grandes vy
pequedios.

En estos como en todos los demads transplantes, en las areas de destruccién

tisular se presentd hemorragia, mayor infiltrado de células pequefias y macréfagos,
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mayor vascularizacion y fibrosis (fibras reticulares).

En los transplantes a los que se les adiciond el vehiculo (T+DMEM) se
observaron 4reas de aesﬁuccién tisular, pero no tan extensas como en los
anteriores (Lamina 4, figura 1); la reaccion celular inflamatoria fue extensa, con
células pequefias predominando la microglia amiboide y linfocitos (Lamina 7,
figura 4); estas células se encontraron infiltradas extensamente incluso en areas no
necroticas.

En los transplantes a los que se les adiciond el factor de crecimiento neuronal
(T+FCN), las areas de necrosis tisular fueron escasas, aunque de manera
semejante a los transplantes con DMEM, el infiltrado celular inflamatorio se
observé por todo el transplante con predominancia de microglia amiboide (
Lamina 4, figura 4 y Lamina 8, figura 1).

En los testigos con lesién, la necrosis tisular fué muy reducida y estuvo
limitada al borde de la lesién ( Lamina 9, figura 1), la reaccion inflamatoria fue
pequeiia comparada con los transplantes y extendida a poéa distancia del tejido
necrotico. Sin embargo, hay que aclarar que en este caso como en todos los
transplantes se pudieron observar células inflamatorias aisladas o en grupos en
cuzalquier area del corte, mas comunmente cerca de vasos y en el tejido

subependimario.
Vascularizaci6n y fibrosis

L.a mayor cantidad de vasos neoformados de diferentes tamafios se observaron
en los transplantes con FCN (lamina 4, figuras 2, 3 y 4), estando ademés
uniformemente distribuidos por todo el fransplante, incluyendo la corteza insular.
En los transplantes con y sin vehicul,o la vascularizacién fue considerablemente

menor, aproximadamente 1/3 de los anteriores y estuvieron restringidos a las areas
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necrdticas o a la interfase transplante/huésped (Lamina 4, figura 1).

En todos los transplantes, la fibrosis fue abundante en las areas de mayor
necrosis tisular, lo m{smo que en las areas de mayor vascularizaciéon y en los
bordes del transplante (Lamina 4, figura 3). De manera adicional, en los
transplantes con FCN se observaron algunos pilares recorriendo a fo ancho el
transplante, sin relacidon aparente con vasos ni tejido necrosado, dando la
impresidn de una cicatriz o una trabécula de refuerzo. También en estos
transplantes hubo tendencia a la desaparicion de las fibras reticulares de los limites

entre el transplante y el huésped.
Microglia y macréfagos

En la corteza insular lesionada se observé microglia ramificada semejante a la
normal (Lamina 9, figura 2) y microglia en transformacién (Lamina 9, figura 3),
tanto en el tejido necrosado como en el normal cercano a la lesién; en el borde y
en la cavidad de la lesion se presentaron abundantes macréfagos fagociticos. La
prucba de Sudan IV (aplicada sobre la impregnacién para microglia), indicé que
aproximadamente la tercera parte de los macrofagos fagocitaron mielina (Lamina
9, figuras 1 y 4); las otras dos terceras partes de los macréfagos no mostraron
presencia de grasa en su citoplasma, sino cuerpos densos que al reaccionar con la
plata se tornaron café o negro (Lamina 9, figura 4).

En TRANS se observé la mayor cantidad de células de microglia ramificada y
en fases de transformacién hacia macréfagos, se pudo observar la secuencia
completa de cambios de la microglia descrita por Del Rio-Hortega: células
ramificadas, hipertroficas, seudopddicas, amiboides y macréfagos (Laminas 5, 6 y
10, esquema 2) . En todas las fases de transformacién se pudieron observar

cuerpos densos fagocitados (Lamina 5, figura 2). Se observaron también grandes y
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. pequefios macrofagos sin prolongaciones (Lamina 5, figura 2), algunos con grasa
Vfagociktada y la mayoria con particulas pardas. Al parecer, en estos casos se trata de
eritrocitos o restos d-e ellos (Lamina 6, figuras 2 y 4). La microglia y los
macrofagos fueron mas abundantes en las areas necréticas, cerca de los vasos
(Lamina 5, figura 2), hacia las meninges y en los bordes del transplante; sin
embargo, también se presentd abundante microglia, sobre todo ramificada. cerca o
abrazando a las neuronas (Lamina 5, figura 3). La microglia se observé mucho mas
abundante en el transplante que en el tejido huésped, en éste iltimo predominé la
microglia ramificada, pero cabe mencionar que aunque escasa, pudo encontrarse
microglia en transformacion o transformada en cualquier 4rea del corte.

En T+FCN se observo la mayor cantidad de microglia, pero solo se observd
microglia amiboide (Lamina 8, figura 1 y Lamina 10 esquema 1). Tampoco en el
T+DMEM se observé microglia ramificada, pero si gran cantidad de microglia
amiboide (Lamina 7, figura 3) y macr6fagos. En ambos transplantes la microglia
amiboide se encontré por todo el transplante, mds abundante cerca de los vasos
sanguineos ( Lamina 7, figura 3 y Lamina 8, figura 1), en las areas de necrosis
tisular y bordeando a las neuronas (Lamina 8, figura 3). Los macréfagos fueron
abundantes en las areas de destruccién y en el borde del transplante (Ldmina 7,
figura 4 y Lamina 8, figura 4). En el tejido huésped pudo encontrarse microglia
ramificada , en ocasiones hipertrofica.

En todos los casos, la densidad microglial fue mucho mayor en el transplante
que en el huésped.

Por lo que respecta a los macréfagos estos se presentaron en todos los
transplantes y lesion, mas abundantes en la lesiéon y menos en el T+FCN, fueron
muy abundantes en las cavidades de la lesién (Lamina 9, figuras 1 y 4) y en las
areas de necrosis tisular de los transplantes (Lamina 7, figura 4), también en el

borde de los transplantes (Lamina 8, figura 4) y en las zonas vasculares mayores
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(Lamina 8, ﬁgura 1yl

Astrocitos

La astrogliosis fue menor en la lesion que en los transplantes. Los astrocitos en
todos los casos fueron de dos tipos: protoplasmicos (Lamina 11, figuras 2,4y 5) y
fibrosos (Lamina 11, figuras 1y 3). Los primeros fueron en general células sueltas
con pocas prolongaciones (3-5); pocas veces se observaron dos células acopladas,
por su morfologia fueron células semejantes a fibroblastos (Lamina 11, figuras 4 y
5). los cuales predominaron sobre todo en los transplantes con FCN. El tipo
fibroso, de morfologia estrellada, y con abundantes prolongaciones (6-12),
(L'émina 11, figuras 1y 3), fué abundante en el transplante solo y en ¢l transplante
con vehiculo, sobre todo en este ultimo en donde mostraron un alto grado de
acoplamiento (Lamina 11, figura 1); en la lesion y en el T+ FCN fueron escasos.
En la lesion las prolongaciones de los astrocitos se observaron dirigidas hacia ella
(Lamina 11, figura 5), y en los transplantes estuvieron distribuidos con cierta
regularidad (Ldmina 11, figura 2 y Lamina 12, esquema 2), méas abundantes hacia
el borde del transplante y hacia los vasos, excepto en el transplante con vehiculo,
donde los astrocitos fibrosos forman una red por todo el transplante (Lamina 11,

figural y Lamina 12, esquema 1),
Oligodendrocitos.

En todos los transplantes fue dificil visualizar a los oligodendrocitos en el
interior del transplante, de ellos solo se observaron los nacleos rodeando a las
neuronas y cercanos a los vasos (Lamina 13, figuras 3 y 4). Sin embargo en el

tejido huésped si se observaron oligodendrocitos con prolongaciones cortas y
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cscasas, sobre todo entre las “fibras nerviosas de la cépsula interna y en los
estriosomas del cuerpo cstriado (Lamina 13, figuras 1 y 2).

Sorprendentcmcnte; en los transplantes con vehiculo se pudieron observar
algunos oligodendrocitos con prolongaciones rodeando a neuronas y a vasos
sanguineos (Lamina 13, figura 4).

La densidad de nicleos de oligodendrocitos fue mayor en el transplante con
FCN que en todas las demas condiciones, seguido del transplante con DMEM

donde también se observé alta densidad oligodendroglial.
Mitosis

" Un importante resultado en este trabajo fue la presencia de abundantes mitosis
(Lamina 15, figura 1), en el transplante con factor de crecimiento neuronal (38
mitosis en 6 preparaciones), comparadas con las 5 mitosis observadas en el
transplante con DMEM vy la unica mitosis observada en el ﬁansplante solo, en el
mismo nimero de preparaciones. Por su tamafio las mitosis observadas en el
transplante y en el transplante con vehiculo parecen pertenecer a células de glia,
quizds a astrocitos y oligodendrocitos (Lamina 14), mientras que de las mitosis
observadas en el transplante con FCN, la 4/5 partes pertenecen a células grandes,
que por su tamailo parecen pertenecer a precursores neuronales (Lamina 15), y 1/5
parecen pertenecer a células gliales, probablemente oligodendrocitos o astrocitos.

En el tejido lesionado no se observé ninguna mitosis.
Neuronas y fibras nerviosas

En TRANS y en T+DMEM se observaron abundantes fibras desordenadas y

escasos tractos nerviosos (Lamina 17, figuras 1 y 2), mientras que en los T+HFCN
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LAMINAS



LAMINA 1

Transplante, 31X, Doble impregnacion de Del Rio-Hortega.

Porcion anterior del cerebro de rata en corte coronal, a nivel de la Corteza
insular.

El transplante es muy grande, esta bien integrado y escasamente
vascularizado (v). Obsérvese el limite del transplante (---), la corteza
olfatoria (CxQ), el cuerpo estriado (Ce), la corteza frontal (Cf), la comisura
anterior (Ca) vy el tercer ventriculo (3°).






LAMINA 2

Transplante + DMEM. 31X. Doble impregnacion de Del Rio-Hortega.

Porcidn anterior del cerebro de rata en corte coronal, a nivel de la corteza
nsular.
El transplante es grande, esta bien integrado y pobremente vascularizado (v)
entre el borde del transplante y el limite del cerebro se observa el getfoam (g)
que no ha sido reabsorbido. Obsérvese el limite del transplante (---), el surco
rinal (sr) y la corteza olfatoria (CxO) y el cuerpo estriado (Ce).






LAMINA 3

TRANSPLANTE + FCN. 31X. Doble impregnacion de Del Rio-Hortega.

Porcién anterior del cerebro de rata en corte coronal, a nivel de la corteza
insular.

El transplante es grande, esta bien integrado y abundantemente vascularizado
(v). Las flechas demarcan el drea de la cual se tomaron dos campos de 1700
um? para hacer las cuantificaciones y morfometria celulares y vasculares. Las
lineas punteadas muestran el limite del transplante.

Obsérvese la corteza olfatoria (CxO), la corteza frontal (Cf), el cuerpo
estriado (Ce) y la comisura anterior (Ca).
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LAMINA 4. VASCULARIZACION

Figura 1
Transplante + DMEM. 31X, Doble impregnacion de Del Rio-Hortega.
El transplante (T) esta poco vascularizado (v). Los vasos se observan
pnncnpalmente en dreas inflamatorias o necréticas y en el borde del
transplante. Tejido huésped (H).

Figura 2
Transpiante + FCN. 31X. Doble impregnacién de Del Rio-Hortega.
La abundante vascularizacion (v) esta distribuida regularmente por todo el
transplante y no esta restringida a ciertas areas. Tejido huésped (H).
Transplante (T).

Figura 3
Transplante + FCN. 200X. Técnica para fibras reticulares de Del Rio-
Hortega.
Abundantes vasos (v) cerca del borde del transplante, obsérvense las fibras
reticulares (fr) que forman sus paredes.

Figura 4
Transplante + FCN. 200X. Técnica para microglia de Del Rio-Hortega.
Abundantes vasos grandes (V) y pequeiios (v) distribuidos homogéneamente
por todo el transplante. Obsérvense las células endoteliales que limitan la luz
de los vasos (e). El infiltrado de células inflamatorias (I) se observa mas
abundante cerca de los vasos.






LAMINA 5. MICROGLIA Y MACROFAGOS

Figura 1
Transplante. 500X. Técnica para microglia de Del Rio-Hortega.
Microglia ramificada (M) asociada a las neuronas (N), quizas en una fase
temprana de seiializacion.

Figura 2
Transplante. S00X. Técnica para microglia de Del Rio-Hortega.
Macréfagos (m) y microglia seudopodica (M) congregada cerca de los vasos
sanguineos (v). Neuronas (N).

Figura 3
Transplante. 1250X. Técnica para microglia de Del Rio-Hortega.
Microglia ramificada (I) envolviendo a la neurona (N). Se menciona un
proceso de seiializacion temprana que se da durante estos contactos.

Figura 4
Transplante. 1250X. Técnica para microglia de Del Rio-Hortega,
Microglia ramificada (I) cercana a una neurona en degeneracién (N).






LAMINA 6. MICROGLIA Y MACROFAGOS

Figura 1
Transplante. 1250X. Técnica para microglia de Del Rio-Hortega.
Microglia seduopadica (I1) y ameboide (111) con una prolongacion. Nicleo de
neuronas (N).

Figura 2
Transplante. 1250X. Técnica para microglia de Del Rio-Hortega.
Microglia amiboide (1IT) con prolongaciones y macrofago (IV). Obsérvense
los cuerpos densos fagocitados por la microglia amiboide.

Figura 3
Transplante. 1250X. Técnica para microglia de Del Rio-Hortega.
Microglia amiboide hipertrofica (11I) y ramificada (I). Neurona (N) abrazada
por la microglia ramificada.

Figura 4
Transplante. 1250X. Técnica para microglia de Del Rio-Hortega.
Microglia amiboide (I11) con prolongaciones y macrofago (IV). Obsérvese el
material fagocitado por el macrofago.






LAMINA 7. MICROGLIA Y MACROFAGOS

Figura 1
Transplante + DMEM. 500X. Técnica para microglia de Del Rio-Hortega.
La microglia ramificada (M) es escasa en estos transplantes.

Figura 2
Transplante + DMEM. 1250X. Técnica para microglia de Del Rio-Hortega.
La microglia ramificada (M) hipertrdfica es escasa en estos transplantes,

Figura 3
Transplante + DMEM, 300X, Técnica para microglia de Del Rio-Hortega.
Microglia seudopodica y amiboide (M). Es el tipo de microglia que
predomina en estos transplantes.

Figura 4
Transplante + DMEM. 200X, Técnica para microglia de Del Rio-Hortega
Macroéfagos (en amarillo) y células infiltradas (I) en dreas de gran deterioro
tisular.






LAMINA 8. MICROGLIA Y MACROFAGOS

Figura |
Transplante + FCN. 500X. Técnica para microglia de Del Rio-Hortega.
Vasos sanguineos (v) del transplante rodeados por células de microglia
amiboide (M), macrofagos (en amarillo) y otras células inflamatorias (I). Este
aspecto es comun por todo ¢l transplante.

Figura 2
Transplante + FCN. 500X. Técnica para microglia de Del Rio-Hortega.
Microglia seudopddica (M). Estas células se muestran escasas y se aprecian
cerca de las neuronas (N),

Figura 3
Transplante +FCN. 1250X. Técnica para microglia de Del Rio-Hortega.
Microglia seudopodica (M). Este tipo de microglia file escasa en estos
transplantes, abundando la microglia amiboide sin prolongaciones.Neurona

(N).

Figurad
Transplante + FCN, 500X. Técnica para microglia de Del Rio-Hortega.
Macréfagos (in) v células inflamatorias (1). Esta ultimas estuvieron presentes
por todo el transplante, los macréfagos fueron mas escasos que en los otros
transplantes y la lesion.
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LAMINA 9. MICROGLIA Y MACROFAGOS

Figura 1
Lesion. 200X. Técnica para microglia de Del Rio-Hortega/Sudan 1V,
El tejido lesionado (---} se observa hialino con abundantes células de
microglia (M) ramificada y macrofagos. Las células que han fagocitado grasa
{mielina) se visualizan en rojo. Tejido no lesionado (H). Lesion (L).

Figura 2
Lesion. 1250X. Técnica para microglia de Del Rio-Hortega.
Microglia (M) cercana a una neurona (N), en tejido sano, adyacente a la
lesion.

Figura 3
Lesion. 1250X. Técnica para microglia de Del Rio-Hortega.
Microglia (M) ramificada e hipertréfica del tejido lesionado.

Figura 4
Lesion. 500X. Técnica para microglia de Del Rio-Hortega/Sudéan I'V.
Macrofagos (m) en la cavidad de Ia lesion que han fagocitado mielina (rojos)
y otros que han fagocitado cuerpos densos (amarillos). Los macréfagos de la
lesion destacan de los de los transplantes por contener mayor cantidad de
mielina.






LAMINA 10. MICROGLIA Y MACROFAGOS

Esquema 1
Transplante + FCN. 400X.
“Microglia amiboide (M) con escasas prolongaciones cercanas a las neuronas
(N). Este tipo de microglia fué predominante en los transplantes con FCN y
los transplantes con vehiculo. Vasos (v).

Esquema 2
Transplante. 400X
Células de microglia (M) en diferentes fases de transformacion hasta
macrofagos (m), cercanas a las neuronas (N}.

Esquema 3
Transplante + FCN. 400X
Macrofagos (im) cercanos a un vaso (v) y células infiltradas (I). En los
transplante con FCN y con vehiculo no se observo la transicion entre
microglia amiboide y macréfagos. Neuronas (N).

Esquema 4
Transplante. 400X
Microglia (M) en diferentes fases de transformacion hasta macréfagos (m) en
areas vasculares (v). Neuronas (N).






LAMINA 11. ASTROCITOS

Figura |
Transplante + DMEM. 500X. Técnica para astrocitos de Del Rio-Hortega.
Astrocitos (A) fibrosos y estrellados muy abundantes, que forman una red
por todo el transplante. Obsérvense en el fondo los somas neuronales (N).

Figura 2
Transplante + FCN. 500X. Técnica para astrocitos de Del Rio-Hortega.
Astrocitos (A) protoplasmicos y sueltos, que fueron los predominantes en
estos transplantes. Neuronas (N).

Figura 3
Transplante + DMEM. 1250X. Técnica para astrocitos de Del Rio-Hortega.
Astrocitos (A) fibrosos, estrellados y acoplados, que forman una red
continua por todo el transplante. Neuronas (N).

Figura 4
Transplante + FCN, 1250X. Técnica para astrocitos de Del Rio-Hortega.
Astrocito (A) protopldsmico, este tipo de astrocitos se encontraron
distribuidos regularmente por todo el transplante,

Figura 5
Lesidn, 1250X. Técnica para astrocitos de Del Rio-Hortega.
Astrocitos (A) protoplasmicos, localizados tinicamente en el borde de la
fesion,






LAMINA 12. ASTROCITOS

Esquema 1
Transplante + DMEM. 400X,
. Astrocitos (A) fibrosos predominantes en los transplantes con vehiculo.
Neuronas (N).

Esquema 2
Transplante + FCN. 400X.
Astrocitos (A) protoplasmicos, semejantes a fibroblastos, predominantes en
los transplante con FCN, en los transplantes solos y en las lesiones. Vasos
{v), neuronas (N).






LAMINA 13. OLIGODENDROCITOS

Figura 1
Transplante + FCN. 500X. Técnica para oligodendroglia de Del Rio-Hortega.
Campo del cerebro huésped que pertenece al cuerpo estriado, obsérvense los
oligodendrocitos (o) en los estriosomas (¢). En el transplante se pudieron
observar solamente los nicleos de los oligodendrocitos.

Fipura 2
Lesién. 1600X. Técnica para oligodendrogiia del Del Rio-Hotega.
Oligodendrocito (0) del tejido normal, adyacente a la lesion, ya que en la
zona lesionada no se observaron.

Figura 3
Transplante + DMEM. 500X, Técnica para oligodendroglia de Del Rio-
Hortega
Neurcna (N) y vaso (v) rodeados por oligodendrocitos (o)

Figura 4
Transplante + DMEM. 1250X. Técnica para oligodendroglia de Del Rio-
Hortega.

Neuronas (N) del transplante rodeadas por oligodendrocitos (o) con
pequeiias prolongaciones (*), (inicamente observadas en estos transplantes.
Natese el pequefio tamaiio de estos oligodendrocitos (y de todos los
transplantes) en comparacion con los oligodendrocitos de huéspedes adultos
de las figuras | y 2,






LAMINA 14. MITOSIS

Figura |
Transplante + DMEM, 500X, Técnica para microglia del Del Rio-Hortega.
Célula pequeiia en telofase (ini). Neuronas (N) y células de microglia (M).

Figura 2
Transplante + DMEM. 1250X. Técnica para microglia de Del Ri6-Hortega.
Aumento de la figura anterior. Mitosis (mi), neurona (N) y microglia
amiboide (M).

Figura 3
Transplante + DMEM. 1250X. Técnica para microglia de Del Rio-Hortega,
Mitosis (mi) en profase, de una célula pequefia. Astrocitos protoplasmicos
(A) y microglia (M).

Figura 4
Transplante + DMEM. 1250X. Técnica para astrocitos de Del Rio-Hortega.
Astrocitos fibrosos (A), el astrocito del lado derecho muestra su niicleo en
mitosis (mi).






LAMINA 15. MITOSIS

Figura 1
Transplante + FCN. 200X. Técnica para astrocitos de Del Rio-Hortega.
Cinco células en mitosis (mi) en el T + FCN; en el T + DMEM escasamente
se encontrd una mitosis por corte y en TRANS una mitosis en seis cortes.

Figura 2
Transplante + FCN. 500X. Técnica para astrocitos de Del Rio-Hortega.
Dos células en profase (mi). Nucleos de neurenas (N) y nticleos de astrocitos
(A).

Figura 3
Transplante + FCN. 1250X. Técnica para astrocitos de Del Rio-Hortega.
Célula en profase {mi) cuyo citoplasma muestra una prolongacion. Astrocito
protoplasmico (A), nicleo de neurona (N).

Figura 4
Transplante + FCN. 1250X. Técnica para astrocitos de Del Rio-Hortega.
Niicleo en profase (mi), nicleo de neurona (N), nucleo de microglia (M) y
astrocito protoplasmico (A).






LAMINA 16. NEURONAS.

Figura 1
Transplante. 500X. Técnica para astrocitos de Del Rio-Hortega,
Densidad, tamaiio y forma de las neuronas (N) en TRANS. Astrocitos (A).

Figura 2
Transplante + DMEM. 500X. Técnica para microglia de Del Rio-Hortega.
Neuronas (N) grandes y escasas semejantes a las de TRANS, Nucleos de
microglia amiboide (M).

Figura 3
Transplante + FCN. 500X. Técnica para astrocitos de Del Rio-Hortega.
Neuronas (N) mas abundantes y de menor tamafio con respecto a los otros
dos transplantes. Obsérvese una mitosis en profase (mni), vasos sanguineos (v)
y células inflamatorias (I).

Figura4
Lesion, 500X. Doble impregnacion de Del Rio-Hortega.
Neuronas (N) del tejido huésped adyacente a la lesidn. Obsérvense neuronas
de forma y tamafio semejante a las del T+FCN aunque con densidad
considerablemente menor. Vaso sanguineo (v).






LAMINA 17. FIBRAS NERVIOSAS

Fiemra 1
Transplante. 500X, Variante Bairoso-Moguel para fibras nerviosas.
Tractos nerviosos (TN) escasos se observan en este transplante asi como
fibras nerviosas (F) desordenadas y escasas.

Figura 2
Transplante + DMEM. 500X. Variante Barroso-Moguel para fibras nerviosas
Tractos nerviosos (TN) escasos se observan en este transplante y mayor
nimero de fibras nerviosas (F) desordenadas.

Figuras 3 y 4
Transplante + FCN. 500X. Variante Barroso-Moguel para fibras nerviosas.
Tractos nerviosos (TN) abundantes se observan en este transplante, las fibras
nerviosas (F) tienden a marchar en haces, se sigue advirtiendo la
vascularizacién (v) abundante que caracteriza a este transplante,






se observaron abundantes tractos nerviosos y fibras mas ordenadas (Lamina 17,
figuras 3 y 4).
Las ncuronas son mas abundantes en los transplantes con FCN en relacién con

sus controles (Lamina 16, figuras 1y 2) y al testigo (Lamina 16, figura 4).
Cuantitativos
Transplantes

Se valoraron y compararon estadisticamente el perimetro, el 4drea y los
didmetros mayor y menor, encontrando disminuciones significativas del 15% y
19% respectivamente en el didmetro menor de los transplantes con FCN y DMEM
en relacion a TRANS (Tabla 1).

Vascularizacién

El niimero de vasos sanguineos se encontré aumentado de manera significativa
en los grupos tratados con FCN y DMEM. Los aumentos en relacion al grupo no
tratado (TRANS) fueron del 350% para el grupo de FCN y del 106% para el grupo
de DMEM. La comparacién entre ambos grupos tratados mostraron aumento del
120% para el grupo con FCN (Tabla 2 y Grafica 1). El aumento significativo del
11% y 8% en el factor de forma de los vasos del T+DMEM con respecto al
T+FCN y a TRANS indica que los vasos en T+DMEM son significativamente mas
redondos que en los otros dos transplantes ( Tabla 2 y Grafica 1).

.De todos los tipos celulares (astrocitos, oligodendrocitos, microglia,
macrofagos neuronas) y mitosis se compararon las cuentas y los datos

morfométricos encontrandose los siguientes resultados:
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* Microglia

El nimero de células de microglia fue significativamente mayor en el grupo
con FCN (25%j en relacion al grupe con DMEM.

Perimetro. El T+FCN mostré aumento significativo respecto a la lesion (8%) y
disminucion respecto al TRANS (18%); el T+DMEM mostr6 la misma tendencia
con aumento del 16% en relacion a la lesion y disminucion del 16% en relacion al
TRANS, mostrandose en este ultimo mayor en un 25% respecto a fa lesion,

Area. Todos los transplantes mostraron aumentos significatives respecto a la
lesién, siendo mayores en el TRANS (35%), en ¢l T+DMEM (19%) y en el
T+FCN (33%). Ademas el T+DMEM mostré disminucion significativa del 10% en
comparacion al T+FCN y del 12% respecto a TRANS,

Factor de forma. En TRANS y T+DMEM se encontraron disminuciones
significativas del 13% y 6% respecto a la lesién, y en T+FCN y T+DMEM
aumentos significativos del 13%y 7% respectivamente en relacién a TRANS. Esto
indica en términos generales que la forma mas irregular (ramificada) se mostro en
TRANS (Laminas 5 y 6) y la menos ramificada en la lesion. (Tabla 3, Gréfica 2).

Diametro equivalente. Mostré aumentos significativos en los transplantes
respecto a la lesion, con valores de 15% en el TRANS y el T+FCN y del 9% en el
T+DMEM, este ualtimo mostrd aderhés, disminucién significativa del 5% en
relacion a los otros dos transplantes.

Didmetro mayor. Este parametro fue significativamente mayor en el TRANS
(22%), en el T+DMEM (14%) y en el T+FCN (15%) en relacion a la lesidn; el
T+DMEM y el T+FCN mostraron ademas una disminucion significativa del 7% y
6% respectivamente en comparacién con el TRANS.

Didmetro menor. Al igual que los otros parimetros mostrd aumentos
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sigﬁiﬁbativm en los transplantes con respecto a la lesién, siendo del 18%, 9% y
16% en TRANS, T+DMEM y T+FCN respectivamente. Asimismo, ¢l T*DMEM
s¢ mostrd disminuido de modo significativo respecto al T+FCN (6%) y al TRANS
(8%), (Tabla 3 y Grafica 3).

Macroéfagos

Su namero se encontrdé disminuido de manera significativa en todos los
transplantes respecto a la lesion, con valores de 80%, 74% y 190% en TRANS,
T+DMEM y T+FCN respectivamente,

En los parametros morfométrico, el factor de forma mostré aumento
siéniﬁcaﬁvo del 3.5% en el THDMEM respecto a la lesion, siendo en el primero

mas redondeados (Tabla 4 y Grifica 1).
Astrocitos

Su niimero mostré aumentos significativos del 63% en el T+DMEM, vy del 48%
en ¢l T+FCN con respecto a ia lesidon, encontrandose la mayor astrogliosis en el
transplante con el vehiculo (Lamina 11, figura 1 y Lamina 12, esquema 1).

~Perimetro. Mostré aumentos significativos del 25%, 23% y 16% en el
T+DMEM en relacién a TRANS.

Arca, Fué significativamente mayor en el T+DMEM en relacién a la lesion
(22%) y a TRANS (24%).

Factor de forma. La disminucion significativa de este factor en el T+DMEM en
relaciéon a la lesion (11%), TRANS (19%) y T+FCN (18%), indica que los
astrocitos mas estrellados fueron los de T+DMEM (Lamina 11, figura 1 y 3). El
aumento significativo del factor de forma en TRANS (9%) y T+FCN (8%)
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respecto al testigo indicd que en las lesiones se encontraron los astrocitos menos
7 estrc“ados (Lamina 11, figura 5).

Didmetro equivaleﬁte. Presenté aumento significativo de T+HDMEM del 12%
respecto a la lesion, y del 10% respecto a TRANS; asimismo, el T+FCN se mostré
un 7% mayor en relacién a la lesién.

Didgmetro mayor. Indica aumentos significativos del 12%, 17% y 13% en el
T+DMEM en comparacion con la lesiéon, TRANS y T+FCN.

Diametro menor. Fue mayor significativamente en el T+DMEM en relacién a
1a lesion (20%), TRANS (16%) y T+FCN (7%), por su parte el T+FCN mostré
aumento significativo del 12% respecto a la lesidén; y el TRANS mostrdé una

disminucion significativa del 8% respecto al T+FCN. (Tabla 5 y Graficas 4 y 5).

Oligodendrocitos

El nimero de oligodendrocitos resulté significativamente mayor en T+FCN
respecto a TRANS (80%) y lesiéon (60%); y en el T+HDMEM respecto a TRANS
(67%) y lesion (48%).

En todos los transplantes se encontraron disminuciones significativas en todos
los pardmetros morfométricos (excepto diametro mayor) respecto a la lesién con
los siguientes valores:;

Perimetro. En el T+FCN disminuyé 3% y en TRANS disminuyé 4%.

Area, En TRANS, T+DMEM y T+FCN fue menor en 14%, 12% y 12%
respectivamente.

Factor de forma. En TRANS, T+DMEM, y T+FCN mostré disminuciones del
7%, 7% y 6% respectivamente.

Diémetro equivalente. En el TRANS, el T+DMEM y el T+FCN las

disminuciones fueron del 8%, 7% y 6% respectivamente.
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'Diametro menor. En el TRANS, el T+DMEM y el T+FCN disminity6 en 10%, '
9% y 10% respectivamente (Tabla 6 y Gréaficas 6 y 7).

En términos gcneréles estos resultados indican que los oligodendrocitos de la
lesién son significativamente méas redondos y mas grandes (Ldmina 13, ﬁgurds ly

2) que los oligodendrocitos de los transplantes (Lamina 13, figuras 3 y 4).

Neuronas

En cuanto a nimero mostraron aumentos significativos en el T+FCN respecto
a las otras condiciones, 318% respecto a la lesion, 213% respecto al T+DMEM y
66% respecto a TRANS; ademis cste ltimo mostré un aumento significativo del

150% respecto a la lesién.

En todos los pardmetros morfométricos se encontrd una disminucién
significativa en T+FCN vy lesién respecto al trarisplante solo y al transplante con
vehiculo.

Perimetro. En el T+FCN fué 19% menor que en el T+DMEM y que en
TRANS; en la lesion fue 20% menor que en el T*DMEM y que en TRANS,

Area. En el T+HFCN fue 45% y 43% menor que en el T+DMEM y TRANS
respectivamente. En la lesién fue 55% y 53% menor que en T+DMEM y TRANS
respectivamente, ‘

Diametro equivalente. En el T+FCN fue 18% y 17% menor que en T+DMEM
y TRANS respectivamente; asimismo en la lesion fué 27% menor que en el
T+DMEM y 23% menor que en TRANS,

Diametro mayor. En el T+FCN fue 20% menor que en T+DMEM y TRANS y
en la lesién 21% menor que en T+DMEM y TRANS.
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Diametro menor. En el T+FCN se mostré 16% y 15% menor que en el
T-+DMEM y TRANS vy respecto a la lesion 23% y 22% menor en T+HDMEM y
TRANS. (Tabla 7y Gréficas 8 y 9).

Estos resultados indican que morfométricamente las neuronas del T+FCN son
semejantes a las de la lesion (Lamina 16, figuras 3 y 4) y diferentes a las de
TRANS y T+DMEM, las que son semejantes entre si (Lamina 16, figuras 3 y 4),

Mitosis

Se encontré un aumento significativo en el niimero de mitosis en el T+FCN
(Lamina 15, figuras 1 y 2), respecto a los otros dos transplantes;
mbrfométricameme, se encontraron aumentos significativos de 85% en area, 6%
en factor de forma, 33% en diametro equivalente y 41% en didmetro menor en el
T+FCN respecto al T+DMEM. Las diferencias con TRANS, aunque evidentes, no
se muestran por haberse encontrado solamente una mitosis y no haberse podido

obtener el error estandard. (Tabla 8 y Gréficas 10y 11).
DISCUSION
Transplantes

Los transplantes homotopicos en la corteza insular de 15 dias postransplante,
de modo semejante a lo reportado por Bragin et al., en 1988, en transplantes de 3 a
6 meses en la corteza somatosensorial, sobreviven en un alto porcentaje (96%);
algunos protruden ligeramente sobre la superficie pial {Ldmina 1), muestran
limites evidentes en la interfase transplante-huésped (Lamina 4, figura 1),

cxistiendo pocas areas no limitadas (Lamina 4, figura 2).
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Por otra parte. de manera general, nuestras observaciones indican que en los
transplantes de 15 dias hay diferencias en la densidad neuronal, glial y 4reas
necréticas, respecto al huésped; encontrandose ademas diferencias entre los

transplantes en las distintas condiciones de este trabajo.
Microglia

Como indican Costero (1929, 1930, 1931), Giulian (1990, 1993) y Banati e/ a/
(1993), 1a microglia amiboide y los macréfagos participan en la regulacion del
medio ambiente glial durante la recuperacion del dafio en el Sistema Nervioso
Central. Estas células estdn comprometidas con una variedad de actividades que
in'cluyen eliminacion de detritos, liberacion de factores de crecimiento astroglial
(interleucina 1) y secrecidn de citotoxinas (anién superdxido, proteasas y factores
de necrosis tumoral). La preponderancia de microglia amiboide en el transplante
con factor de crecimiento neuronal y en el transplante con vehiculo y la mayor
densidad total de microglia en el primero (Lamina 8, figura 1), pudiera indicar una
mayor secrecion de interleucina-1, que es una citocina pluripotente que actia
como pirdégeno enddgeno, activador linfocitico, mitégeno fibroblastico y mitégeno
astroglial; si este fuera el caso, se esperaria un mayor infiltrado celular (Lamina 8,
figura 4) y una gran cantidad de astrocitos (Lamina 12, esquema 2), y
efectivamente en los dos casos se observa una astrogliosis mayor (Lamina 12,
esquemas | y 2) y una respuesta inflamatoria mas severa, caracterizada por un
abundante infiltrado de células inflamatorias, por todo el transplante.

La gran cantidad de microglia ramificada y seudopddica observada tanto en la
lesién como en TRANS, sobre todo en este ultimo (Lamina 5), sugiere que su
actividad como células productoras de interleucina-1 es menor y por lo tanto hay

menor respuesta astrocitica e inflamatoria, esto se apoya también en la observacion
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de que la microglia en transformacion y transformada de TRANS estid ocupada
principalmente en la eliminacién de detritos, como lo muestra la gran cantidad de
cuerpos densos observédos al interior de estas células (Laminas 5 y 6) a diferencia
de los T*DMEM y T+FCN, en donde la microglia amiboide no parece contener

material fagocitado en su interior (LAmina 7, figura 3 y Lamina 8, figura 1 y 3).
Macroéfagos

Como hay lesion vascular severa, es de esperarse que algunos de los
macrofagos encontrados en el tejido nervioso de los transplantes y huéspedes sean
de origen hematico, principalmente derivados de monocitos como lo sugieren
Konigsmark y Sidman (1963), Maxwell y Kruger (1965), Mori y Leblond (1969).

Sin embargo, concordamos con Giulian (1990) en que los macréfagos de origen
hematico (marcados por ellos previamente con carbon) aparecen temprano en las
lesiones y los macréfago§ endogenos (células de micréglia amiboides) con
receptores lipoproteicos acetilados de baja densidad (Dil-ac-LDL)+, esterasa
inespecifica + y sin particulas de carbén son evidentes hasta 48 horas después de
la lesion , lo que sugiere que la mayor parte de los macrofagos que aparecen
después de dos dias representan la conversion de microglia ramificada en
macrofagos como lo sugirieron Del Rio-Hortega (1919, 1921) y Costerc (1929,
1930, 1931, 1946), como se pudo dbservar claramente en el transplante solo
(Laminas 5 y 6).

La gran densidad de macréfagos en la lesién y preponderancia de grasa en su
citoplasma indica que estas células estuvieron ocupadas principalmente en la
fagocitosis de mielina (Lamina 9, figura 4); en contraparte, en los transplantes se
observé que los macréfagos fagocitaron fundamentalmente células muertas y

detritos celulares (Lamina 6, figura 2, Lamina 7, figura 4 y Lamina 8, figura 4). La
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disminucion dramatica de macrofagos en el T+FCN sugiere que en estos

transplantes hay menos material fagocitable y por lo tanto estan mejor integrados.
Astrocitos

Segiin nuestros resultados los astrocitos observados son de dos tipos fibrosos
(estrellados) y protoplasmicos (parecidos a fibroblastos), pudiéndose observar
ambos sueltos o unidos. La mayoria de astrocitos sueltos corresponden al tipo
protoplasmico y fueron los predominantes en la lesién, y sobre todo en el
transplante con FCN (Lamina 11, figuras 2 y 4), mientras que los astrocitos
acoplados coincidieron en el transplante solo y con DMEM con el tipo fibroso
(L'z'unina 11, figuras 1 y 3).

De acuerdo con Kimelberg ef al, (1990) y Sontheimer et al., (1991), los
astrocitos tienen la funcion de formar una red de células conectadas una a otra por
uniones comunicantes. La difusién a través de-estas uniones puede facilitar [a
redistribucion de un exceso de K+ extracelular y mantener su homeostasis, un
proceso al que se ha denominado amortiguamiento espacial; ademas, los astrocitos
con prolongaciones largas promueven la migracion de neuronas, mientras que los
astrocitos con procesos cortos inhiben la motilidad neuronal (Hatten ef al,, 1984 y
Jaeger 1988). Por otra parte, los astrocitos no acoplados pueden realizar diferentes
tareas y estar involucrados en funciones estructurales o regenerativas como las que
se requieren después del dafio en el tejido nervioso, es decir, los astrocitos no
acoplados pueden representar una poblacién de astrocitos reactivos que inclusive
pueden formar un obstaculo para la regeneracion axonal o ser neurotoxicos
(Giulian, 1990), o bien pueden contrarrestar la accién neurotéxica de la microglia
reactiva, liberando factores He crecimiento que mantengan la sobrevivencia y

funcién neuronal (Giulian, 1993).
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Tanto en la lesion como en el transplante con FCN encontramos sobre todo
astrocitos sueltos (reactivos) (Lamina 12, esquema 2), ya que seg(in Gage ¢r al.,
1991, solamente los a.strocitos reactivos secretan factores troficos y tropicos, lo
que sugiere su participacion activa en los procesos regenerativos; lo que resulta
sorprendente es la notable astrogliosis que forma una red (Ldmina 12, esquema 1)
en el transplante con vehiculo. Se puede pensar que el DMEM al ser un medio de
cultivo celular enriquecido pudo haber favorecido de manera especial el desarrollo
y funcionalidad de los astrocitos y por lo tanto su participacién en el
amortiguamiento espacial. Sin embargo, también se observé un aumento
significativo de tamaiio en los astrocitos del transplante con vehiculo (Tabla 4),
esto quizas represente una alteracion celular ya que segliin Kimelberg (1990) y
Walz y Mujerji (1988), el hinchamiento extremo encontrado en astrocitos en
estados patologicos y trauma es el resultado de su funcion homeostatica, para el
mantenimiento de una concentracion extracelular constante de K+, Por otra parte,
estos astrocitos liberan componentes citotéxicos (p.ej. glixtamato) que pueden
causar dafio neuronal por una excesiva activacion de receptores; esto concuerda
también con nuestros resultados ya que este T+DMEM mosird significativamente
la menor densidad neuronal por unidad de area (Tabla 3).

Los lotes en los que se observa significativamente mayor astrogliosis son e} del
transplante con FCN y sobre todo el del transplante con vehiculo vy
coincidentemente son los que tienen una mayor poblacién de microglia amiboide,
la cual, segin Giulian et al., (1986, 1988a), produce tres factores de crecimiento
astrocitico, entre ellos la interleucina-1, que causa incremento en el nimero de

" astrocitos y en la cantidad de proteina fibrilar acida glial. Segin Sher y Hu (1990),
la proliferacion astrocitica, €l acimulo de PFAG, el aumento en tamafio o en
nimero de procesos es una reaccién cerebral en respuesta a una variedad de

insultos, 1o que sugiere que los diferentes tipos de astrogliosis observada en los
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transplantes representan una respuesta al dafio que no pueden calificarse aiin de

mds o menos favorable.
Oligodendrocitos

La dificultad para visualizar oligodendrocitos con prolongaciones dentro de los
transplantes es congruente con el crecimiento de los tractos nerviosos y el
desorden de las fibras observados en los transplantes, ya que segim lo expresado
por Schwab ¢f al., en 1990, la diferenciacion oligodendrocitica y la formacion de
mielina ocurre siempre después de que ha terminado el crecimiento axonal, debido
a que los oligodendrocitos maduros (Gal C+ con procesos radiales y
aﬁastométicos) son fuertemente inhibitorios para el crecimiento de los axones
ademas de tener una funcidn de "guarda via" para los tractos nerviosos adultos, de
tal forma que la eliminacion de los oligodendrocitos maduros produce un
crecimiento desordenado de las fibras. Los oligodendrociios observados en los
transplantes quizas representen una poblacion de oligodendrocitos inmaduros ya
que como se mencionod, en todos los transplantes persiste el desarreglo de las
fibras nerviosas y la escasez de tractos nerviosos definidos (Lamina 17, figuras 1y
2). Sin embargo, en los transplantes con FCN, desde el punto de vista cualitativo,
se observd un mayor arreglo de las fibras y tractos nerviosos (Ldmina 17, figuras 3
y 4). El aumento significativo de oligodendroglia.en el T+FCN respecto a los otros
transplantes posiblemente indique una mayor participacién de estas células en el
rearreglo de los tractos nerviosos. En todos los pare’nﬁetros morfométricos se
encontré un aumento significativo de los oligodendrocitos del cerebro lesionado
respecto a los transplantes, lo cual se explica porque estas son células adultas del
huésped que no tienen las mismas caracteristicas morfologicas que las células

inmaduras que al parecer son las que estan presentes en los transplantes.
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Por otra parte ¢l mayor namero de oligodendrocitos se encontré en el
- transplante con FCN, coincidiendo con la disminucién significativa de macréfagos
€n estos transplantes réspeclo a TRANS y a T+DMEM. Esta relacion inversamente
proporcional entre oligodendrocitos y macrofagos ha sido sugerida por Sivron ef

al, en 1991,
Neuronas

En los transplantes con FCN se encontré significativamente la mayor densidad
neuronal por unidad de area (Lamina 16, figura 3). Lo aﬂterior, aunado a la
disminucion significativa en todos los parametros morfométricos medidos
cdmparados con los otros transplantes y su semejanza en estos mismos valores con
las neuronas maduras de la lesion, parece indicar que en los transplantes con FCN
ha habido mayor proliferacién de precursores neuronales y mayor diferenciacion

neuronal,
Mitosis

En todos los transplantes se observd actividad mitética (Lamina 14 y 15). En el
transplante con factor de crecimiento se observaron abundantes mitosis (un
promedio de 7 en cada corte); una sexta parte se observo en el transplante con
vehiculo y 1/38 parte en el transplante solo. Este hecho, al parecer, sigue
manteniendo cierta relacién con la astrogliosis favorecida por la interleucina-1
producida por !a microglia ameboide, ya que el aumento de interleucina-1 produce
un aumento en la incorporacion de timidina tritiada en cultivos de astrocitos como
lo han demostrado Giulian et al, (1986, 1988b). Sin embargo, lo anterior no

justifica la notable diferencia de mitosis observada en el transplante con FCN,
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quizds pudiera pensarse que el factor de crecimiento neuronal favorece la
proliferacién astrocitica lo cual es poco probable dado que las células blanco del
FCN tiene gran espeéiﬁcidad quimica por él, y las células gliales, por ejemplo
células de Schwann no compiten por él por tener pocos receptores (Aleman, 1991).
También se podria pensar, que las mitosis observadas pertenecen en parte a
neuronas, esto resulta extrafio si consideramos que las células neuronales que estan
presentes en el transplante son células postmitéticas que han perdido su capacidad
para seguirse dividiendo una vez que han abandonado la zona germinal (Rakic,
1985; Eckenhoff y Rakic, 1988). Sin embargo, si consideramos las observaciones
de Altman (1963, 1970) en ¢l sentido de que hay produccién de nuevas neuronas
en ¢l cerebro adulto de rata, confirmadas por Bayer et al., (1982) en el giro
dentado y Kaplan y Hinds (1977), en el bulbo olfatorio; este hecho seria mas
factible en el tejido del transplante, que por ser embrionario tiene una estructura
mas sencilla con un neuropilo menos denso que el adulto y neuronas jovenes
migratorias que pudieran sér células precursoras (Alvarez Buy]la, 1991). Por otra
parte, se ha inferido que células progenitoras multipotentes que pueden producir
otras células multipotentes estin presentes durante el desarrollo hasta antes del
rapido aumento celular que acompafia a la neurogénesis cortical; aproximadamente
E-16 en la rata (Frederiksen y McKay 1988; Rakic, 1988; Cameron y Rakic,
1991). Price y Thurlow (1988) han demostrado /» vivo mediante el método de
genes retrovirales en el cerebro de la rata, que en E-16 hay por lo menos dos tipos
de células progenitoras, una que da origen a neuronas (piramidales y no
piramidales) y otra que da origen a astrocitos y observadas hasta el dia posnatal
14,

Por otra parte, los astrocitos tipo 1, semejantes morfolégicamente a los
astrocitos protoplasmicos de la sustancia gris (Cameron y Rakic, 1991), producen

el factor de crecimiento fibroblastico (FCF) (Sensenbrenner et al., 1990), que es
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un potente factor de crccimiento neuronal y tiene efectos especificos sobre la
division, diferenciacion y sobrevivencia de las células nerviosas (Rohrer, 1990),
esto coincide con la plleponderancia de astrocitos protoplasmicos observada en los
transplantes con FCN y pudiera ser una explicacién de la gran densidad neuronal y
de las mitosis observadas en estos transplantes.

El tamafio de las mitosis también es una fuerte sugerencia de que estas
pertenecen a dos poblaciones celulares, probablemente astrocitos y neuronas. En el
transplante solo y en el transplante con vehiculo se observaron solamente mitosis
pequeiias (60 pm* de area en promedio) (Lamina 14), mientras que en el
transplante con FCN se observaron 1/5 parte de mitosis pequefias y 4/5 partes de
mitosis grandes (144.5 um?® de area en promedio) (Lamina 15). También hay
coincidencia en la proporcién de mitosis pequeiias observadas en el transplante
con FCN y el niimero total de mitosis, también pequeiias, observadas en el
transplante con DMEM, Esto sugiere que las mitosis grandes pueden corresponder
a precursores neuronales ya que dificilmente se pudiera pensar que
correspondieran a macrofagos, tanto exdgenos como enddgenos, pues segin los
estudios de Konigsmark y Sidman, (1963), a los 14 dias después de la lesion
practicamente no se encuentran macrofagos marcados con timidina tritiada.

Estudios in vitro sobre los efectos del FCN indican que éste no tiene accion
como mitdgeno (Rohrer, 1990), sin embargo in situ v en las condiciones
microambientales de estos transplantes, sobre todo en combinacion con los
factores troficos producidos por la glia reactiva (segin Rohrer, 1990), pudieran ser

los responsables del efecto mitdgenico observado.
Vascularizacién

La neovascularizacion es escasa en el transplante y en el transplante con
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TRANSPLANTES

PERIMETRO | AREA | DIAMETRO | DIAMETRO
Hm um? MAYOR umiMENOR pm
e
TRANS 875.937 4,220,000 3,511.554 2,187.624
T e B
T+DMEM 8,005.636 4,220,000 |  3,082.449 1,852.293
T+FCN 9,178.933 5,460,000 3,513.235 1,778.382
TABLA 1. TAMANO DE TRANSPLANTES
lPERlMETRO AREA |FORMA DIAMETRO DIAMETRO | DIAMETRO |NUMERO
! Hm pm? EQUIVALENTE gm |MAYOR pm |MENOR pm
—L
TRANS ‘} 107 6188 781.0001 D.7445 - 28.3368 42,7562 23.1013 50001
T+DMEM‘ 09,7088 1,007.5001 | 0.7802 30.8554 424584 25,7937 40.2333
T+FCN ; 111.4361 903.9246 0,733 20.0581 439602 23,2483 22.6667

TABLA 2. TAMANO Y NUMERO DE VASOS
P<0.05, # respecto a LESION 3 respecto a TRANS, 3 respecto a T+HFCN




MICROGLIA

PERIMETRO [AREA [FORMA DIAMETRO DIAMETRO |{DIAMETRO |NUMERO
L]
pm pm? EQUIVALENTE pm [MAYOR pm [MENOR um
TRANS 35.0064 * 54.799% 0.5846 8.2077 12,8501 7.2867 23.5001
¥ —
T+DMEM 31.58561 *ﬁegg o.t;:ie‘sw"‘E * 7.7’?35 12.09887 * 3% e#ﬁ * *19.5833
- ¥ N
T+FCN 32.;':606 * ss.vsgg 0.6§13 8.2061 * 12.1078 7.1206 25.9167
LESION 27.8543 40.5062| 0.6683 7.1154 10.5651 6.1607 22.0001
TABLA 3. TAMANO Y NUMERO DE MICROGLIA
MACROFAGOS
PERIMETRO | AREA [FORMA DIAMETRO DIAMETRO | DIAMETRO |NUMERC
gm Hm? EQUIVALENTE pm [MAYOR pm |[MENOR pm
TRANS 40.0521 1156258 | 0.8671 11.8751 14.4515 10.5848 *'10.3333
#* i ™ *
T+DMEM 41.6979 126.7018 | 0.8785 12.4353 15.2014 11.0566 11.2501
T+FCN 40.7942 119.4928 | 0.8704 12,1126 14,9723 10.6114 6.7501
LESION 41.1204 116.5855 | 0.8488 11.8216 14.9189 10.7231 19,5833
TABLA 4, TAMANG Y NUMERO DE MACROFAGOS
PERIMETRO | AREA |FORMA DIAMETRO DIAMETRO | DIAMETRO |NUMERO
um pm? EQUIVALENTE pm {MAYOR pm [MENOR pm
* L
TRANSP 31.2857 56.5632| 0.7307 8.4306 11,6659 7.2803 15.8330
- * ¥ * * .
T+DMEM » 30,2024 70.159? 0.3561 8.2425 *13.6765 * 8.4?01 * 19.0833*
T+FCN 36,6679 63.8714| 0.7237 8.8690 121315 7.8834 17.2501 *
LESION 31.8144 57.6082| 0.6715 8.2609 12.1866 70441 14.8667

TABLA 5, TAMANO Y NUMERO DE ASTROCITOS
P<0.05, ¥ respectoa LESIQN, * respecto a TRANS, * respecto a TH+ECN



OLIGODENDROCITOS

PERIMETRO|AREA|FORMA| DIAMETRO | DIAMETRO | DIAMETRO INUM!_ERO
um pym? EQUIVALENTE pm!MAYOR pmMENOR pm
" 1TRANS 17.6762 * 20.739? 0.7932* 5.0837 6.7849 44187 13.5833
T+DMEM 18.1359 21 .oaz‘g 0,7946* 5.1235 6.8901 44476 72‘2.-?5&567 *
T+FCN 18.1161 * 21.150% 0.8061* 5.1622 * 6.8171 43083 * 24.')5‘5;(;1-;
LESION 18.7461 24.0001{ 0.8525 5.5034 6.8568 4.8964 15.3333w
TABLASG, TAMANO Y NGMERO DE OLIGODENDROCITOS
NEURONAS
PERIMETRO | AREA FORMAr DIAMETRO DIAMETRO | DIAMETRO | NUMERO
' um pm? EQUIVALENTE pm | MAYOR pm |MENOR pm
TRANS 50.8619 * '#7.571.4* 0.8473 L 14,8439 * 0 12,6138 9 12.9969 * *6.9167#
T+DMEM * 50.7650 i!”g.anvzo‘):(- 0.8526 # 14.9208 * * 18,6341 * 3 13.1698 e 3.9667__
T+FCN 424951 123.9004 | 0.8544 126691 15,5223 11,3918 11.500“1‘-‘
LESION 422551 1157917 { 0.8101 12.0851 15.4348 10.6648 2.7501“~
TABLA 7. TAMANO Y NUMERO DE NEURONAS
MITOSIS
PERIMETRO | AREA |FORMA DIAMETRO DIAMETRO | DIAMETRO |NUMERO
pm pm? EQUIVALENTE pm |MAYOR pim {MENOR um

TRANS 24,5601 42.0001 | 0.8701 7.3001 9.3001 64901 1
T+DMEM 33.5301 77.8333 | 0.8633 9.8551 12.3551 8.6167 * 6
T+FCN 432021 144.5263 | 0.9155 13.4792 15.2303 12.1126 38

TABLA 8. TAMANO Y NUMERO DE MITOSIS
P<0.05, % respectoa LESION, % respecto a TRANS, ¥ respecto a THFCN
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vehiculo, sobre todo se da en las areas de destruccion tisular (Lamina 4, figura 1),
y los nuevos vasos, muy fibrosos aun, estin rodeados de abundantes células
inflamatorias. En el transplante con FCN la neovascularizacién es muy notable
(Lamina 4, figuras 2, 3 y 4), y no esta relacionada con la necrosis tisular, pero si
coincide con el mayor nimero de microglia, sobre todo de tipo amiboide
encontrada en estos transplantes (Lamina 8, figural). Segiin Giulian et al, 1990,
después de una lesion, la secuencia de eventos que se suceden es como sigue:
primero invasién de células inflamatorias, transformacion de la microglia y pico de
Interleucina-1 a los dos dias; segundo, aparicion de astrocitos reactivos por el dia
tres, y tercero, formacién de nuevos vasos de 5 a 6 dias. Se ha comprobado que 1a
Interleucina-1 ademas de la astrogliosis produce neovascularizacién (Giulian,
1988b).

Estos eventos en situacion normal redundan en destruccién tisular,
entorpecimiento de la regeneracidn axonal y deterioro funcional; sin embargo,
estas acciones pueden ser balanceadas por los factores de crecimiento liberados
por los astrocitos en las fases tardias de Ia reparacién del dafio (Giulian, 1993) y
quizas aumentado este efecto por la adicién del FCN como se sugicre en el
presente trabajo. De esta manera se mantendria la vitalidad neuronal y por lo tanto
la recuperacién de la funcién perdida por la destruccion de la corteza insular

(Bermudez-Rattoni e al., 1991).

CONCLUSIONES

1. En 1a corteza insular, la reaccién glial en el tejido lesionado es muy distinta
a la de los transplantes, probablemente debido a las diferencias entre el tejido
adulto y el embrionario.

2, La reaccién glial entre los tres tipos de transplantes homotépicos difiere
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considerablemente quizds en relacién a su sensibilidad a los cambios en su
microambicnte en el TRANS, T+DMEM y T+FCN.
3. El! FCN en combinacién con las sustancias producidas por las células
reactivas produce las siguientes particularidades en el transplante de corteza
insular de 15 dias:

a) La transformacién microglial estA mas avanzada, predominando la
microglia de tipo amiboide.

b) La astrogliosis es abundante, superada sélo por el T+DMEM, con la
particularidad de que el astrocito predominante es el protoplismico (reactivo).

c) Presenta el mayor nimero de eligodendrocitos.

d) Los macréfagos son escasos.

e) Hay una considerable neovascularizacién.

f) Existe un efecto mitogénico, probablemente de precursores neuronales.
4. La mayor astrogliosis se observdé en el T+DMEM, con un notable
predominio de astrocitos fibrosos, acoplados e hinchados.
5. En el transplante solo se observé claramente la transformacién microglial,
desde células ramificadas espinosas hasta macréfagos, por lo que el
predominio de microglia amiboide en los transplantes a los que se les adicioné
DMEM y FCN, sugiere que estas sustancias (sobre todo el FCN), aceleraron
esta transformacién.
6. El FCN junto con las condiciones microambientales caracteristicas de estos
transplantes, parecen compensar los efectos deletéreos micro y astroglial,
favoreciendo el crecimiento axonal, ia diferenciacién y sobrevivencia de las

neuronas y quizas promoviendo ia proliferacion de sus precursores.
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