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RESUMEN

El Sistema Nervioso Central (SNC) presenta una respuesta inmune muy heterogénea, esta
heterogeneidad depende de la neuroanatomia, el microambiente bioquimico y el tipo de dafio. Es
sabido que la corteza cerebral esta constituida por unidades modulares denominadas columnas
que agrupan células nerviosas y conexiones que procesan informacion semejante. De esta
informacion surgieron las siguientes preguntas: Si los compartimentos inmunoldgicos coinciden
con los modulos neurales, ;jes posible que el modulo neural influya en las caracteristicas del
moddulo inmunoldgico?, ;es posible que al haber un cambio de la funcién en los mddulos
corticales, entonces cambien las caracteristicas de los compartimentos inmunologicos? Para
contestar estas preguntas se utilizo el modelo de la corteza somatosensorial primaria (S1) del
raton CD1 adulto, se realizaron lesiones en S1 en el campo de los barriles y en un area cercana a
¢ésta (corteza disgranular), en animales sujetos o no a recorte de las vibrisas faciales. En los
animales controles se observaron macréfagos, microglia y astrocitos, predominantemente en los
septos, independientemente de la condicion de sus vibrisas. Los barriles en estos animales
mostraron una inmunoreactividad para citocinas pro-inflamatorias (TNFa y IFNy). En contraste,
los ratones con vibrisas y lesionados en el campo de los barriles, mostraron un incremento
significativo de la microglia, los macréfagos, los astrocitos y las citocinas (IL4, IL10, TNFa y
IFNY), con respecto a los controles. Esta reaccion estuvo confinada principalmente al borde de la
lesion. En los animales lesionados en el area de los barriles, cuyas vibrisas fueron recortadas se
observo una disminucién de dicha reactividad. Las lesiones realizadas en la corteza disgranular,
mostraron una reactividad similar para células gliales y citocinas en animales con y sin vibrisas.
Por lo tanto podemos concluir que la distribucion e inmunoreactividad de las células de la glia,

se modifica al inducir un cambio de la funcién en un modulo neural. Los datos obtenidos en el
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presente trabajo apoyan la existencia de compartimentos inmunoldgicos en el SNC y que éstos

estan relacionados estructural y funcionalmente con los modulos neurales.
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SUMARY

The Central Nervus System (CNS) presents a highly diverse immune response, this heterogeneity
depends on the neuroanatomy, the biochemical microenvironment and type of damage. It is
known that the cortex is made up of modular units called columns grouped nerve cells and
connections that process information such. This information led to the following questions: If
immunological compartments coincide with neural modules, is it possible that the neural module
influence the immunological characteristics of the module?, is it possible that having a change of
function in cortical modules, then change the immunological characteristics of the
compartments?. To answer these questions we use the model of the primary somatosensory
cortex (S1) of adult CD1 mice, lesions were made in the area S1 barrels and in an area close to it
(dysgranular cortex), in animals subjected or not to cut the facial vibrissae. In the control animals
were observed macrophages, microglia and astrocytes, predominantly in the septa, irrespective of
the status of your nostrils. The barrels on these animals showed immunoreactivity for pro-
inflammatory cytokines (TNFa y IFNy). In contrast, mice with vibrissa and injured in the field of
the barrels showed a significant increase in microglia, macrophages, astrocytes and cytokines (IL
4, 1L10, TNFa y IFNY), with respect to controls. This reaction was confined mainly to the edge of
the lesion. In the injured animals in the area of the barrels, which were trimmed vibrissae was
observed a decrease in the reactivity. The lesions made in the disgranular cortex showed a
similar reactivity for glial cells and cytokines in animals with and without vibrissae. We can
therefore conclude that the distribution and immunoreactivity of glia cells is modified by
inducing a change in neural function in a module. The data obtained in this work support the
existence of immunological compartments in the CNS and that they are structurally and

functionally related with neural modules.
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I.  INTRODUCCION

La corteza cerebral, esta constituido por unidades modulares denominadas columnas que agrupan
células nerviosas y conexiones que procesan un tipo de informacion semejante (Mountcastle
1979, Leise 1990). Esto es muy evidente en la neocorteza de los mamiferos en las areas
sensoriales, motoras y de asociacion frontal. La columna se caracteriza por estar constituida por
mini-columnas de neuronas cuyas interconexiones son predominantemente verticales y funcionan
como circuitos neurales paralelos (Leise 1990). Un ejemplo de estos modulos corticales es el
arreglo modular que forma un mapa corporal a nivel de corteza somatosensorial primaria (S1) del
raton adulto. Cada modulo representa colecciones discretas de mecanoreceptores ubicados en la
superficie corporal. En S1, los médulos se denominan barriles y se encuentran formados por las
aferentes talamo-corticales provenientes de los nucleos del complejo ventrobasal y las dendritas
de las células estelares espinosas. También existen un nimero reducido de interneuronas, células
gliales y vasos sanguineos. Un poco mas de 200 barriles constituyen la representacion cortical del
cuerpo (Riddle et al. 1992). De éstos, los mds prominentes son los que forman Ila
subrepresentacion de las vibrisas faciales que se conoce como el campo o area de barriles
posteromedial. Debido a su definicion anatémica, podemos identificarlos con mucha precision en
la capa IV de la corteza somatosensorial (Killackey et al. 1979, White et al., 1993, Woolsey et al.
1997.).

Anteriormente el SNC era considerado un d6rgano inmunologicamente privilegiado, pues se
pensaba que el trafico de leucocitos hacia su interior era minimo o inexistente. Sin embargo, en la
actualidad se conoce que la inflamacioén, y por lo tanto la migracién de leucocitos, puede existir
en la mayoria de los compartimentos vascularizados del cuerpo, incluyendo el SNC (Chavarria et

al. 2004, Hickey 1999 ).
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El privilegio inmunolégico se le atribuy6 debido a dos caracteristicas estructurales, la primera es
la carencia de los clésicos vasos linfaticos, y la segunda es la presencia de la barrera hemato-
encefalica (BHE), la cual presenta una compleja organizaciéon de las células endoteliales
cerebrales, los pericitos y los pies astrociticos. Esto le confiere propiedades dinamicas y
funcionales, como la semipermeabilidad, que protegen y mantienen la homeostasis del
microambiente cerebral (Abbott 2002, Becher et al. 2006).

Aunque en todo el tejido nervioso puede presentarse una respuesta inmune, €ésta no es
homogénea, sino al contrario es muy variada en su tipo e intensidad dependiendo la zona y el
microambiente que se estudie (Chavarria et al. 2006). Esto nos sugiriere una relacion entre la
respuesta inmune y los compartimentos modulares.

El objetivo de este trabajo fue evaluar si el cambio de funcidén inducido por el recorte de las
vibrisas faciales, modifica la respuesta celular del componente inmunoldgico en el moédulo
neural correspondiente a los barriles de S1 del raton CDI1 adulto, para lo cual se realizaron
lesiones en S1 en el campo de los barriles y en un area cercana a ésta (corteza disgranular), en
animales con y sin recorte de vibrisas faciales. Nuestros datos muestran que la distribucion de la
inmunoreactividad de la microglia, macréfagos y astrocitos se modifica con la supresion de
estimulos sensoriales al modulo neural, como consecuencia del recorte de las vibrias faciales.
Los datos obtenidos en el trabajo apoyan la existencia de los compartimentos inmunoldgicos en

el SNC y que éstos estan relacionados estructural y funcionalmente con los médulos neurales.
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II. ANTECEDENTES

1. Respuesta Inmune en el SNC
Hace algunas décadas se le consideraba al SNC como un sitio inmunoldgicamente privilegiado,
caracteristica que ha sido atribuida principalmente por la presencia de la Barrera
hematoencefalica (BHE), la baja expresion del complejo mayor de histocompatibilidad clase 11,

MHCII de sus siglas en inglés y a la carencia de vasos linfaticos (Becher et al. 2006).

1.1. La Barrera Hematoencefalica
El concepto actual de BHE describe el paso de células del sistema inmune, permitiendo asi que se
inicie una respuesta inmunologica, sin embargo, el microambiente del SNC establece un estricto
control de la entrada y salida de éstas, de tal manera que en condiciones fisioldgicas el transito es
bajo (Engelhartd 2006). La BHE es una barrera celular que controla el ambiente interno
del SNC de los vertebrados, representa la frontera entre los capilares del SNC
y el liquido extracelular de las neuronas y de las células gliales, ademés asegura
la homeostasis especifica cerebral, lo que permite una adecuada funciéon de las neuronas
(Haseloff et al. 2005). Tres elementos celulares de 1la microvasculatura del cerebro la componen:
células endoteliales, pies astrociticos y pericitos. Las células endoteliales de la BHE difieren del
las células endoteliales del resto del cuerpo porque carecen de fenestraciones, presentan un
escaso transporte vesicular, poseen uniones estrechas que limitan el flujo celular y de moléculas
hidrofilicas a través de ella, mientras que las moléculas hidrofilicas pequenas difunden libremente
(Ballabh et al. 2004). Las proteinas transmembranales de las uniones estrechas (occludinas,
claudinas y JAMs) sellan el espacio intercelular de las células endoteliales e intracelularmente

interactian con proteinas de andamiaje como ZO-1, ZO-2, ZO-3 y otras proteinas del
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citoesqueleto. En las uniones adherentes, las caderinas estabilizan la adherencia entre las células
endoteliales y las cateninas vinculan las caderinas al citoesqueleto (Gloor et al.2001).

A través del analisis de la microvasculaatura del cerebro se demostrd que los pies astrociticos
forman una fina ldmina en la superficie exterior del endotelio, y se ha sugerido que la astroglia es
responsable del desarrollo y el fenotipo especializado del endotelio del cerebro (Abbott 2002).
Un ejemplo que ilustra este punto es el factor de crecimiento transformante-f (TGF-p),
producido por los astrocitos, que interviene en la regulacion de ciertas proteinas, la produccion de
angiopoyetina-1, incrementa la expresion de proteinas de uniones estrechas y disminuye la
permeabilidad de H3-Sacarosa. (Haseloff et al. 2005).

Por otra parte los pericitos (PC), que se encuentran ubicados histologicamente alrededor de las
células endoteliales de los capilares, las vénulas y las arteriolas, juegan un papel importante en la
estabilidad de la pared del vaso sanguineo. Los PC expresan receptores para catecolaminas,
angiotensina II, péptidos intestinal vasoactivo, endotelina-1 y vasopresina. Por otro lado, se ha
observado que los PC previenen los indices de apoptosis en células endoteliales co-cultivadas con

astrocitos (Ballabh et al. 2004).

1.2. Respuesta inmune innata
La principal linea de defensa del SNC es la respuesta inmune (RI) innata, basada en la
participacion y activacion de las células residentes del SNC (la microglia, los astrocitos y las
células endoteliales) y otras células presentadoras de antigeno (CPA) como los macréfagos
perivasculares, células dendriticas y linfocitos T, asi como la participacion de diversos
componentes moleculares del sistema inmunoldgico. Dentro de las moléculas participantes se han

descrito los receptores de reconocimiento de patrones de superficie (PRR, de sus siglas en
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inglés), como el receptor de manosas (MMR), los receptores scavenger (SR), las pentrexinas, las
colectinas y los receptores tipo Toll (TLR), que hasta el momento han sido descritos 10 en
humanos y 12 en ratones, los receptores para las proteinas del sistema de complemento (CR3 y
CR4); asi como las proteinas del sistema de complemento, citocinas y las quimiocinas (Hauwel et
al. 2005). En los siguientes parrafos describiremos de manera general los principales

componentes de la respuesta inmune innata en el SNC.

1.2.1. Microglia
Las células de la microglia comprenden entre el 15 y el 20% del total de las células gliales, son
de origen hematopoyético y se clasifican en células en reposo con prolongaciones citoplasmaticas
ramificadas finas, células activadas con prolongaciones mas cortas y gruesas, y células reactivas
con forma ameboidea (Hess et al. 2004). La microglia estd presente en gran niimero en la
mayoria de las regiones del cerebro, pero su distribucién no es homogénea, existen diferencias y
variaciones en los procesos celulares de la microglia en distintas regiones del cerebro (Hess et al.
2004). Se ha descrito una densidad mayor en regiones como: hipocampo, telencéfalo, ganglios
basales y sustancia nigra, en contraste existe una menor densidad en regiones como corteza
cerebral, cerebelo y tallo cerebral. Por su morfologia se ha clasificado en tres categorias a la
microglia: 1) células compactas, las cuales poseen procesos muy cortos y estin presentes
tnicamente en sitios donde no hay BHE, 2) células longitudinalmente ramificadas, ubicadas
principalmente en los tractos de las fibras, cuyos multiples procesos largos estan organizados de
manera paralela y en ocasiones perpendicular al eje de las fibras nerviosas, 3) células radialmente
ramificadas, ubicadas en todo el neuropili. La variacion sistematica en la morfologia de la
microglia, sugiere que estas células son sensibles a las diferencias moleculares de su

microambiente (Lawson et al. 1990).
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Dentro de sus principales funciones, se han descrito la fagocitosis, el sostén, promover la
migracion celular, favorecer el crecimiento axonal y la diferenciacion terminal de los diferentes
subconjuntos neuronales, a través de la liberacion de componentes de la matriz extracelular, de
factores solubles y de contactos directos célula-célula (Vilhardt 2005). Sin embargo, la microglia
puede dejar rapidamente el estado de reposo al entrar en contacto con sefiales patoldgicas
endogenas, como disfuncion o muerte neuronal, agregados anormales de proteinas, interaccion
con células de la RI, o sefiales exdgenas como infecciones. Cuando la microglia es reactiva
cambia a una morfologia ameboidea, prolifera, migra, aumenta la expresion de MHCII y
moléculas co-estimuladoras (CD40, CD80 y CD86), pudiendo funcionar como CPA ( Aloisi
2001). Adicionalmente, puede aumentar su capacidad fagocitica al sobre-expresar los PRRs como
el MMR, algunos TLRs, SRs, CR3 y CR4. También inicia la secrecion de mediadores pro-
inflamatorios como las prostaglandinas, TNFa, ILIf y quimiocinas, secrecion de proteasas y
generacion de especies de oxigeno reactivo (ROS) e intermediarios de nitrogeno como el 6xido
nitrico (Vilhardt, 2005). En contraste con su papel francamente pro-inflamatorio, se ha descrito
que la microglia activa, también puede secretar componentes anti-inflamatorios como IL10 y
TGFP, asi como sustancias neurotroficas como las neurotrofinas (Vilhardt 2005, Hauwel et al.
2005). Estos trabajos sugieren una interaccion cercana de la microglia con el componente
neuronal y su ambiente, aunque este mecanismo aun no es claro, se ha observado la expresion de
receptores a neurotransmisores como la dopamina (Mastroeni et al. 2008), el glutamato y el acido
y-aminobutirico (GABA) en la microglia (Farber y Kettenmann 2005). También, se ha
documentado que la microglia puede expresar marcadores neuronales tales como GABA y
descarboxilasa del acido glutdmico (GAD-67) a través de estimulacion de INFy o IL4 producidos

por los linfocitos T (Butovsky 2007).
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1.2.2. Astrocitos
Los astrocitos son las células gliales mas abundantes, son de origen neuroectodérmico y
principalmente estdn involucradas en la homeostasis cerebral y en las funciones neuronales,
participan en el mantenimiento y la induccion de la BHE, en los procesos de cicatrizacion y la
reparacion del tejido nervioso. Ultimamente se le ha atribuido una participacion importante en la
regulacion de la RI en el SNC ya que expresan un conjunto de PRRs involucrados en la RI
innata, incluyendo los TLRs, SRs, MMR y algunos componentes del sistema de complemento
(Farina et al. 2007). Los astrocitos tienen una localizacion estratégica cerca de otras células de la
glia y de los vasos sanguineos, formando una barrera entre el parénquima cerebral y el sistema
vascular y pueden activarse al entrar en contacto los PRRs con su ligando 6 después de la
exposicion con el IFNy (Wang et al. 2005). Los astrocitos activados presentan una mayor
expresion de la proteina acida fibrilar glial (GFAP, de sus siglas en inglés), ademas de una mayor
expresion de MHCII, de moléculas co-estimuladoras (CD80, CD86, CD40) y de moléculas de
adhesion (ICAM-1 y VCAM-1) (Chavarria et al. 2004, Farina et al. 2007). Sin embargo, su papel
como CPA es controversial y se piensa que su participacion es secundaria (Becher et al. 2006).
Después de ser activados, los astrocitos presentan también la capacidad de secretar citocinas
como IL12 y algunas quimiocinas (MCP-1/CCL2, ECL/CCL19, MIP-30/CCL20 y CXCL10) que
promueven cambios en la permeabilidad de la BHE y favorecen de esta manera una respuesta
inflamatoria de tipo TH1 (Farina et al. 2007, Hauwel et al. 2005, Nikcevich et al. 1997 Parck et
al. 2006). Por otra parte, se ha observado que los astrocitos son sensibles a la expresion de
citocinas pro-inflamatorias como el INFy, ya que se ha observado que después de una
denervacion entorrinal, se induce la expresion del mRNA del receptor para INFy por parte de

astrocitos ubicados en el hipocampo a los dos dias posteriores a la lesion (Wang and Zhou 2005).
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Por otro lado, se ha demostrado que los linfocitos T de rata pre-incubados con astrocitos pierden
completamente la habilidad de proliferar ante un estimulo mitogénico, asi como la
administracion de astrocitos a ratas con encefalomielits alérgica experimental reduce la
inflamaciéon y los sintomas clinicos, sugiriendo que los astrocitos participan de manera

importante en el control de la inflamacion excesiva en el cerebro (Trajkovic et al. 2004).

1.2.3. Macrofagos y Celulas Dendriticas

Justo en los limites de la BHE como lo son, el espacio perivascular, las leptomeninges y los
plexos coroideos, se encuentran células fagociticas como los macréfagos y las células dendriticas.
Los macrofagos expresan constitutivamente MHCII, CD11b y CD45 lo que puede ayudar a
distinguirlos de la microglia que presenta una baja expresion de CD45 en estado no activado
(Hauwel et al. 2005). Su principal funcion es la de ser CPA, y cuando hay alguna lesion,
participar en la fagocitosis y secrecion de citocinas pro-inflamatorias (IFNy, TNFa, 1L12) y
algunas quimiocinas (MCP-1/CCL2, MIP-1a/CCL3), que favorecen la quimiotaxis y la
inflamaciéon (Chavarria et al. 2004). En contraste, los macréfagos también tienen un papel
regulador ya que se ha demostrado que producen factores anti-inflamatorios y neurotropicos
como NGF (Yamate et al. 2009).

Las células dendriticas pueden encontrarse principalmente en los plexos coroideos y en las
meninges (McMahon et al. 2006). Son células de origen hematopoyético, se clasifican en dos
subgrupos (linfoide y mieloide) y estdn divididas en varias subpoblaciones debido a los
marcadores celulares que expresan. En estado inmaduro presentan baja expresion de MHCII
moléculas co-estimuladoras (Chavarria et al. 2004). La principal funcion que se les ha atribuido

es la vigilancia inmunoldgica y ser la CPA por excelencia. Sin embargo, también tienen un papel
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importante en la inflamacion, al producir citocinas como IL23, ILI1B, IL12, IFNy y TNFa,

ademas de IL10 (Chavarria et al. 2004, McMahon et al. 2006).

1.2.4. Linfocitos
El trafico de leucocitos dentro del SNC posee procesos altamente regulados, lo cual protege al
cerebro de fendmenos inflamatorios generalizados que pudieran comprometer de manera
importante la homeostasis requerida para las funciones neurales (Galea et.al 2007). En
condiciones fisiologicas existe una vigilancia inmunologica en los espacios perivasculares, con la
participacion de células T, que atraviesan la pared de los vasos de las vénulas poscapilares, sin
embargo, el avance hacia el parénquima cerebral depende del reconocimiento antigénico (Becher,
2006). Se ha cuestionado si la especificidad antigénica por parte de las células T es un
prerrequisito para facilitar su transito al SNC, sin embargo, varios investigadores han transferido
a animales células T reactivas contra antigenos neurales o antigenos irrelevantes y se ha

observado que ambos tipos infiltran al cerebro de manera similar (Galea et.al 2007).

1.3.Respuesta Inmune Molecular
1.3.1. Presentacion de antigenos
La presentacion de antigenos es un proceso crucial durante una respuesta inmunoldgica para la
produccion de células T protectoras que respondan a la presencia de patdogenos o de estructuras
foraneas al sistema. Este proceso requiere de CPA capaces de degradar microorganismos y
expresar péptidos antigénicos a través del MHCII en su superficie celular. Cuando un linfocito T
encuentra y reconoce el antigeno en una CPA, el complejo TCR/CD3 del linfocito se enlaza

fuertemente al complejo péptido/MHC presente en la CPA profesional. EI CD4, un co-receptor
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del complejo TCR, también se une a una seccion diferente de la molécula del MHCII. Estas
interacciones permiten a las quinasas en las porciones intracelulares de las proteinas TCR, CD3 y
CD4, activarse mediante fosforilacion. Estas moléculas activan las vias bioquimicas principales
en el citosol del linfocito T. Estas vias ahora activas son conocidas como Sefalizacion 1 de la
activacion de linfocitos T, ya que es la primera y principal sefial pro-activacion en la célula T.
Cuando ocurre un reencuentro con el mismo antigeno dado, los linfocitos T de memoria son
reactivados usando las mismas vias TCR. ( Abbas et al. 2004).

La unién del antigeno-MHCII al complejo TCR y el CD4 pueden participar en la adhesion de la
CPA vy el linfocito T durante el proceso de activacion celular, pero son en realidad la proteina
integrina LFA-1 en la superficie del linfocito T y la ICAM en la CPA las mas importantes en este
tipo de interaccion (Harrintong 2005)

Las células T CD4 reconocen dichos antigenos unidos al MHC clase II, mientras que las células
T CD8 reconocen antigenos unidos al MHC clase 1. Existen “CPAs profesionales” equipadas
para iniciar una respuesta inmunologica primaria a través de la presentacion de antigenos a
células T inespesificas, del mismo modo existen “CPA no profesionales” que sélo pueden iniciar
respuestas inmunes secundarias a través de la presentacion de antigeno a células T activadas
(Becher et.al 2006).

El estado de privilegio inmune del SNC se ha asociado a la presentacion antigénica por parte de
células dendriticas o macrofagos inmaduros, la expresion de citocinas anti-inflamatorias como el
TGF-B, asi como la generacion de células T reguladoras (Tregs) (Cobbold et al. 2006, Lin et al.
2005). Incluso en estados patologicos, se ha observado que las células T CD4+ autorreactivas

pueden proporcionar un cierto estado de neuroproteccion transitoria a las motoneuronas faciales
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dafiadas (FMN) en ratones, mientras que las células T especificas contra antigenos no cerebrales,

no confieren dicha neuroproteccion a las FMN (Byram et a.l 2004).

1.3.2. Citocinas y Quimiocinas

Las citocinas son proteinas con acciones pleiotropicas que median muchas de las funciones de las
células de la RI y son secretadas principalmente por las células inmunolégicas aunque también
las células del parénquima cerebral pueden secretarlas. De acuerdo al tipo de respuesta que
generan, clasicamente y en forma general, se les ha clasificado en citocinas tipo TH1 y tipo TH2.
Entre las tipo THI1 estan las interleucinas IL1B, IL12, IFNy y el factor de necrosis tumoral alfa
(TNFa); entre las tipo TH2 principalmente IL10, IL4, IL6 y TGFP (Abbas et al., 2004; Strle et
al., 2001). Varias citocinas (TNFa- IFNy, IL-1, IL-6, IL-18, IL-4, IL-10, IL-11, IL-13, TGFp,
IL17 y IL23) se han descrito en SNC, incluso en estado fisiologico (Ver tabla 1, Doman et al.
2008, Churchill et al. 2006, Toby et al. 2009).

Las quimiocinas son proteinas mediadoras de la respuesta y trafico de los leucocitos. Estan
clasificadas en 4 subfamilias: C, CC, CXC y CX;C. Se ha demostrado que las subfamilias CC y
CXC participan como mediadores del desarrollo y la inflamacion en el SNC. En SNC son
producidas principalmente por las células de la glia. Las principales quimiocinas en SNC son:
proteina quimio-atrayente de monocitos (MCP-1/CCL2), RANTES/CCLS, proteina inflamatoria
de macrofagos (MIP-10/CCI3), MIP-1B/CCLA4, y la proteina inducida por IFNy (IP-10/CXCL10).
Su principal funcion es la quimiotaxis o atraccion de los leucocitos hacia la zona de dafo

promoviendo la inflamacion (Babcock et al. 2003, Baggiolini 2001).
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Tabla 1. Principales citocinas presentes en el SNC y sus funciones.

Citocina Efectos en el SNC Células Referencias
Productoras

IFNy 1. Activacion de macrofagos. 1. Células TH1 Neuman et al.
2. Estimulacion de la expresion de MHCII y 2. Células TH17 1997, Chavarria
moléculas co-estimuladoras. 3. Células NK et al. 2004,

3. Diferenciacion de linfocitos TH1. 4. Neuronas Srendi-

4. Dafio a células endoteliales de 1a BHE. 5. Microglia Kenigsbuch,
5. Incrementa moléculas de adhesion (ICAM-1, 6. Astrocitos 2002.
VCAM-1, PECAM-1, E-selectina) en la BHE.

6. Induccion de la produccién de 6xido nitrico.

7. Induccidn de la produccion de TNFa en

microglia.

TNFa 1. Activacion y atraccion de neutrofilos. 1. Células TH1 Chavarria et al.
2. Aumento del trafico de leucocitos al espacio 2. Macrofagos 2004, Morganti-
perivascular y el LCR. 3. Microglia Kossman et al.
3. Induccidn de la expresion de quimiocinas 4, Células 2002, Srendi-
(CCL2 y MMP-9). endoteliales Kenigsbuch,

4. Aumento de la expresion de moléculas de 5. Mastocitos 2002, Liu et al.
adhesion (ICAM-1, VCAM-1, PECAM-1, E- 2007.
selectina).
5. Induccidon de apoptosis y produccion de
oxido nitrico.
6. En concertaciones elevadas inhibe la
potenciacion largo plazo (LTP).
7. Bajas concentraciones favorecen la
plasticidad sinaptica.
IL10 1. Reduccion de la sintesis de citocinas pro- 1. Células TH2 Stryle et al. 2001,

inflamatorias como IL1[3 y TNFa.

2. Inhibicién de la expresion y activacion de sus
receptores.

3. Inhibicidon de la expresion de moléculas de
MHCII e IL12.

4. Induccioén de anergia en el infiltrado de

células T.

2. Células Tregs
3. Microglia
4. Astrocitos

5. Neuronas

Tu et al. 2007,
Culpan et al.
2006, Akdis and
Blaser 1999.
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L4 1. Inhibicién de la expresion y liberacion de 1. Células TH2 Strle et al. 2001,
IL1B, IL6 y TNFa por los macrofagos. 2. Mastocitos Hulchof et al.
2. Inhibicién de la expresion de de MHCII 3. Astrocitos. 2002, Abbas et
inducida por IFNy. 4. Microglia. al. 2004, Clos et
3. Inhibicién de la produccion de 6xido nitrico. al. 1997.
4. Estimulacion de la llegada de linfocitos TH2.
IL6 1. Induccidn de la diferenciacion de las células 1. Células TH2 Srendi-
B a células plasmaticas. 2. Macrofagos Kenigsbuch
2. Estimulacion de la secrecion de anticuerpos. 3. Microglia 2002,
3. Sobrevivencia neuronal después de un dafio. 4. Astrocitos Hacham et al.
4. Accion inflamatoria. 5. Neuronas 2004.
TGF-B 1. Citocina inmuno reguladora 1.Células T | Wiss-Coray
2. Papel neuroprotector como factor trofico. reguladoras 2006, Komuta et
3. Induce cicatrizacion después de dafio en 2. Microglia al. 2009.
SNC. 3. Astrocitos Prochazkova et
4. Induccidén de células T reguladoras en SNC 4. Neuronas al. 2009.

1.4.Heterogeneidad de la respuesta inmune en el Sistema Nervioso Central
Observaciones previas sugieren que la organizacion de la respuesta inmunologica difiere entre las
distintas regiones del SNC. Por ejemplo, cisticercos ubicados en el parénquima cerebral o en los
surcos, se asocian con niveles bajos de citocinas y de anticuerpos especificos en el liquido
cefaloraquideo. En contraste, los parasitos localizados en el espacio subaracnoideo de la base del
craneo o intraventriculares, inducen una respuesta mas pronunciada con altos niveles de citocinas
y de anticuerpos especificos (Chavarria et al., 2005). Asi mismo, en un modelo de malaria
cerebral por Plasmodium coatneyi en primates se evalué la expresion de citocinas pro-
inflamatorias (IL1B, IL12, IFNy y TNFa) en diversas regiones del parénquima cerebral. Se

observo que la expresion de estas citocinas fue mayor en el cerebelo de los monos infectados. Por
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otro lado se demostrd que en los monos controles la expresion de estas mismas citocinas fue
heterogénea al comparar la corteza cerebral, la sustancia blanca, el cerebro medio y el cerebelo
(Tongren et al. 2000). Esta heterogeneidad de la respuesta inmune no solo se observa durante la
infeccion directa del SNC, sino también en las respuestas inmunoldgicas secundarias a
infecciones periféricas. Para ilustrar este punto, cabe mencionar que la infeccién experimental
por tripanosomas en la rata conduce a una producciéon mas elevada de citocinas en los plexos
coroideos con relacion al parénquima cerebral (Sharafeldin et al, 1999).

Es posible que estas respuestas compartimentadas sean el resultado de la heterogeneidad en la
distribucion, la densidad y el tipo de CPA en las diversas regiones del SNC (Galea et al. 2005,
Guillemin et al. 2004, Matyszak et al, 1996, McMenamin et al. 2003). En apoyo a esta
posibilidad, se ha observado que los plexos coroideos y las meninges presentan principalmente
macrofagos y células dendriticas, mientras que en el parénquima cerebral la microglia y los
macrofagos perivasculares son los tipos celulares que predominan del componente inmunologico
(Galea et al. 2005, Guillemin et al. 2004, Matyszak et al, 1996, McMenamin et al. 2003). Los
macroéfagos principalmente se encuentran en el tejido conectivo de la dura madre y aracnoides, a
nivel sub-pial; en el estroma de los plexos coroideos: en el epéndimo o en el espacio perivascular
de los vasos sanguineos del parénquima cerebral (Galea et al. 2005, Mercier et al. 2002,
McMenamin et al. 2003, Perry et al. 1985). Las células dendriticas se localizan més en la
superficie de la piamadre y de los plexos coroideos, también en la aracnoides (Matyszak et al.
1996, McMenamin et al. 2003). Las células microgliales son macréfagos residentes del
parénquima cerebral cuya distribucion en el SNC es heterogénea, en la corteza cerebral son
alrededor del 5% de las células, mientras que en la sustancia nigra es el 12%(Lawson et al.
1990). Igualmente su morfologia varia de region a region, sugiriendo que ésta y la distribucion

pueden ser determinadas por el ambiente especifico de cada region cerebral (Lawson et al. 1990,
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Savchenko et al. 2000). No solo la distribucion, la densidad y el tipo de CPA pueden afectar la
respuesta inmunologica en los diferentes compartimentos del SNC, sino también la expresion de
MHCII, una molécula necesaria para la presentacion de antigenos. Se ha observado que la
expresion del MHCII varia en diferentes regiones del SNC, siendo muy baja o casi inexistente en
la corteza parietal y la cerebelar, mientras que en la sustancia blanca cerebelar (fibras nerviosas)
y la médula espinal es alta (Vass et al. 1990). Los macréfagos y las células dendriticas de las
meninges y los plexos coroideos expresan constitutivamente el MHCII, mientras que la microglia
muestra un perfil apagado pero pueden llegar a expresar el MHCII después de un estimulo
especifico (McMenamin et al. 2003, Perry 1998). Igualmente la expresion constitutiva de IFNy y
TNFa en las CPA de meninges y en los plexos coroideos pudieran no sélo influir en la expresion
del MHCII, sino facilitan las respuestas inflamatorias de estos compartimentos. La expresion
constitutiva de estas citocinas pro-inflamatorias en ciertas regiones del SNC pudiera explicar
porqué en algunas patologias (meningitis, neurocisticercosis ventricular o subaracnoidea) son
mas inflamatorias y presentan sintomatologia mas severa con respecto a otras ( neurocisticercosis
en parénquima cerebral). Por otro lado, las citocinas anti-inflamatorias como la IL10 y el TGFp,
asi como el factor de crecimiento neural (NGF) abaten la expresion del MHCII (Hailer et al.
1998, Hailer et al. 2001, Lee et al. 2005, Stampachiacchiere et al. 2005), por lo que factores
secretados por los astrocitos se vuelven claves en la generacion de los ambientes inmunologicos
especificos y en la modulacion de la respuesta inmunologica ante un evento inflamatorio o
infeccioso. Por lo tanto la heterogeneidad de la expresion del MHCII, las citocinas, y la
distribucion heterogénea de las CPA en las diferentes regiones del SNC apoya la existencia de

compartimentos inmunologicos en el SNC, cuya identidad estructural atin desconocemos.
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2. Sistema Nervioso Central

El Sistema Nervioso Central (SNC), que comprende el cerebro y la médula espinal, es
usualmente dividido en siete partes: cerebelo, la médula, el puente, el cerebro medio, el
diencéfalo, y los hemisferios cerebrales. La médula, el puente y el cerebro medio en su conjunto
son llamados tallo cerebral. El diencéfalo y los hemisferios cerebrales son llamados cerebro
anterior (Purves et al. 2004). Histolégicamente, el SNC estd dividido en dos categorias celulares:
Las células nerviosas (neuronas) y las células de la glia, de estas ultimas hay al menos tres tipos:
astrocitos, oligodendrocitos y las células de la microglia (Carpenter 1991, Purves et al. 2004).

Los hemisferios cerebrales son la parte mas variable del SNC de los mamiferos, en particular la
cubierta de los hemisferios denominada corteza cerebral o neocorteza, Las otras estructuras estan
formadas por la arquicorteza y la paleocorteza (Purves et al. 2004).

La corteza se encuentra organizada horizontalmente en laminas celulares. En la mayoria de los
mamiferos hay de tres a seis laminas designadas usualmente con niimeros romanos, siendo la
primera la mas exterior y en contacto con las meninges, continuando la numeracion en forma
progresiva hacia el interior. Cada capa tiene caracteristicas funcionales y anatomicas particulares
que se distingue por el tipo, densidad y arreglo de las células que presenta y el tipo de conexiones
que establecne. En los mamiferos la neocorteza constituye el 90% de la superficie de los
hemisferios y presenta seis capas. La capa I, llamada ldmina molecular contiene células con
axones horizontales y células de Golgi tipo II. La capa II, granular externa, consiste en paquetes
cerrados de células granulares. La capa III o piramidal externa estad compuesta de dos subcapas de
neuronas piramidales pequefias. La capa IV, granular interna, contiene células estelares. La capa
V, piramidal interna, consiste principalmente en neuronas piramidales medianas y grandes. Y la
VI, capa multiforme, contiene predominantemente células alargadas o fusiformes (Carpenter

1991, Purves et al. 2004).
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La corteza cerebral no sélo se encuentra organizada en laminas, también se divide en areas de
procesamiento especifico. De tal manera que encontramos el area auditiva, la motora, la
somatosensorial, la visual, y las que estan relacionadas con los procesos mas complejos como la

memoria, el pensamiento, las emociones, etc. (Purves et al. 2004, Kandel et al. 2000).

3. Modulos Neurales

La neocortoza estd también organizada en unidades verticales o columnares que agrupan
neuronas y conexiones que procesan un tipo de informacion semejante (Leise 1990, Mountcastle
1979). Una caracteristica definitoria de éstas en la corteza sensorial es que sus células poseen
caracteristicas fisiologicas similares, sin embargo existe cierta variabilidad dentro de cada
minicolumna (Kathleen and Noritaka 2004). Adicionalmente, las minicolumnas estan
organizadas dentro de mddulos funcionales de un alto orden llamadas columnas corticales, que
consisten en varias minicolumnas unidas por conexiones de corto alcance (Amirikian and
Georgopoulos 2003).

La evidencia anatomica hasta ahora acumulada, junto con diversos estudios neurofisiologicos,
sugieren que las columnas corticales participan en el procesamiento de informacion de tipo neural
(Leise 1990, Livingstone et al. 1984, Mountcastle 1979). Por ejemplo, en la corteza visual de los
primates y felinos, existen columnas de células que procesan preferentemente informacion
proveniente del ojo izquierdo o del ojo derecho (columnas de dominancia ocular; Leise 1990).
En la corteza visual primaria de monos encontramos en la capa IV, columnas de dominancia
ocular, ademas de patrones modulares repetitivos denominados “manchas” en las capas Il y III,
del mismo modo en el bulbo olfatorio de las ratas encontramos como ejemplo de mddulos a los
glomérulos olfatorios (Purves et al. 2004). Especies subterraneas como la rata-topo que dependen

de tener contacto, poseen representaciones de las superficies sensoriales en la corteza
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somatosensorial, de igual manera se han observado grandes representaciones corticales de
estructuras orales en primates. (Catania and Henry 2006). El concepto modular propone que la
red neuronal en una columna cortical realiza transformaciones basicas de sefiales que a su vez se

integra con la actividad en otras redes y areas cerebrales. (Liibke and Feldmeyer 2007).

4. Corteza somatosensorial primaria como compartimento inmunolégico

El modelo de la corteza somatosensorial primaria del raton adulto contiene un mapa corporal
constituido por modulos columnares denominados barriles (White et al, 1993). En los pasados 10
afios el también llamado “campo de los barriles” ha sido un modelo atractivo para el estudio de
circuitos neuronales organizados en columnas corticales (Liibke 2007). Cada uno de los barriles
representa grupos de mecanoreceptores localizados en las vibrisas faciales del raton, los cuales
poseen canales i6nicos sensibles a estimulos mecéanicos que pueden llevar a evocar potenciales de
accion en las neuronas sensitivas de la rama infraorbital del nervio trigeminal, las neuronas
sensitivas hacen sinapsis excitatoria de tipo glutamatérgico en el nucleo trigeminal del tallo
cerebral. Las neuronas trigeminotalamicas en el nucleo trigeminal principal estan organizadas
somatotopicamente en estructuras denominadas “barriletes” que reciben los estimulos desde los
bigotes, las neuronas trigeminales principales envian proyecciones hacia el nicleo posteromedial
del talamo (VPM, de sus siglas en inglés) que a su vez se organiza en otra estructura anatomica
denominada “barreloides”. Los axones de las neuronas del VPM proyectan hacia la neocorteza
somatosensorial formando discretas agrupaciones en la capa IV las cuales forman las bases del
mapa de los barriles (ver Figura. 1, Petersen et al. 2007).

Debido a su definicion anatdmica, podemos identificar a los barriles con mucha precision
(Killackey et al. 1979, Woolsey et al. 1970). Esto facilita la evaluacion de la relacion entre la

modularidad neural con la inmunologica.
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Previamente en el laboratorio se ha obserbado que el area de los barriles de la corteza
somatosensorial primaria presenta una menor densidad de células microgliales y macrofagicas
con respecto a las zonas aledanas, y que se distribuyen preferencialmente en el septo de los
barriles (Figura 2 E). Adicionalmente, observamos la expresion de IL10 en el centro de los
barriles en las terminaciones nerviosas, probablemente axones (Figura 4 A). Después de realizar
una lesion circunscrita en el tejido adyacente al area de los barriles, se observo una respuesta
intensa de astrocitos, macréfagos y microglia activada (Figura 11 A y Figura 11 C). En estas
lesiones se encontrd predominantemente [FNy > TNFa > IL10 > IL4 (Figura 12 A, Figura 12 C
Figura 12 G y Figura 12 E). En contraste, las lesiones realizadas en el campo de los barriles
muestran una respuesta celular marcada en el borde de la lesion y en los barriles proximos a ésta
(Figura 5 A y Figura 6 A). La respuesta fue mas intensa en el septo de los barriles con respecto al
interior de los mismos. Las citocinas inflamatorias e IL4 mostraron un patrén de distribucion
similar (Figura 8 A, Figura 9 A y Figura 10 A) (Chavarria et al. 2006, Pérez-H et al. 2006). Estos
datos obtenidos en el laboratorio apoyan la existencia de los compartimentos inmunologicos en el

SNC, ademas sugieren posibles relaciones estructurales.
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Figura 1 Rutas sindpticas para procesar informacion en los barriles corticales proveniente

desde las vibrisas faciales en roedores.

A) El movimiento de las vibrisas evoca potenciales de accion en el nervio trigeminal, que libera
glutamato en una primera sinapsis del tallo cerebral 1. Las neuronas del tallo cerebral envian
informacion sefiorial al talamo 2. Finalmente, el tdlamo envia informacion a la corteza somatosensorial

primaria 3. B) Correspondencia idéntica entre bigotes y barriles (Diagrama tomado de Petersen 2007).

I11. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En base a los datos reportados en la bibliografia y nuestras observaciones y tomando en cuenta
que los compartimentos inmunologicos coinciden con los modulos neurales, nos surgen las
siguientes preguntas: ;jes posible que el moddulo neural influya en las caracteristicas del
compartimento inmunologico? Si los modulos corticales fungieran como entidades bi-funcionales
que integran tanto informacion neuronal como inmunologica, ;es posible que al haber un cambio
de funcién en los médulos corticales entonces cambien las caracteristicas de los compartimentos
inmunologicos? Para contestar estas preguntas se empleo el modelo de la corteza somatosensorial

primaria del raton CD1 adulto.
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IV. HIPOTESIS

El cambio funcional en el area de los barriles en S1, como consecuencia del recorte de las

vibrisas faciales en el ratébn CD1 adulto, conduce a un cambio en el compartimento inmunoldgico

asociado a este modulo y por lo tanto modifica su comportamiento ante un estimulo la

inflamatorio.

V.

OBJETIVO GENERAL.

Evaluar si el recorte de las vibrisas faciales modifica la respuesta celular y de citocinas del

componente inmunologico en el modulo de los barriles.

VI. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Evaluar la distribucién y densidad de células microgliales, macroéfagos perivasculares y
astrocitos en el area de los barriles de la S1 en ratones adultos controles y ratones adultos
con recorte de vibrisas faciales, utilizando técnicas de inmunohistoquimica y analisis
digital de imagenes.

Evaluar la distribucién y densidad de células microgliales, macrofagos perivasculares y
astrocitos, en ratones adultos sin recorte de vibrisas faciales lesionados en el campo de los
bariles o corteza disgranular y ratones adultos con recorte de vibrisas faciales lesionados
en campo de los bariles o corteza disgranular, utilizando técnicas de inmunohistoquimica
y analisis digital de imagenes.

Evaluar la produccion de citocinas pro- y anti-inflamatorias en S1 en ratones adultos
controles y ratones adultos con recorte de vibrisas faciales, utilizando técnicas de
inmunohistoquimica y analisis digital de imagenes.
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4. Evaluar la produccién de citocinas pro- y anti-inflamatorias en S1 en ratones adultos sin
recorte de vibrisas faciales lesionados en el campo de los bariles o corteza disgranular y
ratones adultos con recorte de vibrisas faciales lesionados en el campo de los bariles o
corteza disgranular, utilizando técnicas de inmunohistoquimica y andlisis digital de

imagenes.

VII. METODOLOGIA

1. Animales
Se usaron ratones machos de la cepa CD1 de 6 semanas de edad, los cuales fueron mantenidos en
un ciclo luz:obscuridad 14:10 horas, con agua y comida ad libitum. Se dividieron en 6 grupos de
4 animales cada uno, como se muestra en la tabla 2. Los ratones fueron proporcionados por el
bioterio del Departamento de Medicina Experimental, de la Facultad de Medicina de la

Universidad Nacional Autonoma de México.

Tabla 2. Grupos experimentales.

Recorte de vibrisas Lesion en S1 Lesion S1 Corteza
Barriles disgranular
Grupo 1
Grupo 2 X
Grupo 3 X X
Grupo 4 X
Grupo 5 X X
Grupo 6 X
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2. Recorte de vibrisas faciales
Para estudiar la relacion funcional del compartimento inmunolégico con la corteza
somatosensorial se efectio recorte de las vibrisas faciales a los ratones experimentales, con el fin
de suprimir los impulsos sensoriales hacia el area de los barriles, esto basandose en que se ha
demostrado que el recorte de vibrisas induce cambios metabolicos, como disminuciéon en la
degradacion de glucosa en el area de los barriles (Meir et al. 2003), asi como diferencias en los
niveles de zinc en la sinapsis en ratones jovenes que tuvieron recorte de las vibrisas faciales
durante tres semanas (Czupryn y Skangiel 2001). El recorte de vibrisas se realizd con tijeras
convencionales, a ras de la piel en ambas mejillas ya que se ha reportado que los cambios se
inducen en el hemisferio contralateral (Sadaka et al. 2003), cada tercer dia a partir de la sexta

semana de edad hasta la décima semana.

3. Lesion en corteza cerebral y preservacion del material biologico
Para realizar las lesiones los ratones fueron anestesiados administrandoles xilacina 10 pg/g de
peso corporal de manera intramuscular y ketamina 90 pg/g de peso corporal de manera
intraperitoneal. Posteriormente los ratones fueron colocados en un aparato estereotaxico y
lesionados en S1 con una aguja de 22 G % (0.7 mm x 32 mm) en las coordenadas:
anteroposterior; -1.5 mm; profundidad; 0.5 mm; lateral; -2.7 mm con relacién a bregma y una
inclinacion del poste a 10°. A los dos dias de haber realizado la lesion, los animales fueron
sacrificados con una sobredosis de pentobarbital sodico (20 mg/kg de peso corporal) inyectada
intraperitonealmente, perfundidos con solucion salina isotonica y posteriormente con
paraformaldehido al 4% en solucion de fosfatos a 0.1 M y pH de 7.4. Se eligi6 este periodo de

tiempo debido a que la respuesta celular en el SNC es de inicio rapido y a las 24-48 horas hay
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gran reactividad de la glia. Los animales fueron decapitados, se obtuvieron los cerebros, se
separaron las cortezas de cada cerebro y se postfijaron colocados sobre portaobjetos recubiertos
con cinta de teflon para extender las cortezas y facilitar la visualizacion del mapa de los barriles.
Las muestras se congelaron por inmersion en 2-metilbutano previamente enfriado con hielo seco.
Después de ser congeladas, las muestras se almacenaron a -74° C hasta efectuar los

experimentos.

4. Inmunohistoquimica

Se realizaron cortes tangenciales seriados (25 um de espesor) de las cortezas cerebrales a una
temperatura de -20° C utilizando un criostato. Los cortes fueron recuperados y colocados en
pozos con una solucion crioprotectora (25% de etilenglicol, 25% de glicerol y 50% de solucion
amortiguadora de fosfatos (PB) a 0.1M y con un pH de 7.4.

Se hicieron 3 lavados de 10 minutos con PBT (Triton X-100, 0.3% en PB), en seguida se inactivo
la actividad de la peroxidasa enddgena en el tejido con 3% H,0, en PB durante 10 minutos y se
lavaron 3 veces por 10 minutos con PBT. Los cortes fueron incubados con una solucion
amortiguadora de citratos durante 60 minutos a 70°C. Posteriormente se dejaron a temperatura
ambiente durante 15 minutos y después se realizaron 2 lavados de 10 minutos con PBT, se les
agrego el anticuerpo primario diluido en una solucidon de bloqueo que contiene albimina bovina
sérica al 3% y triton X-100 al 0.3% disueltos en PB, en agitacion y a temperatura ambiente
durante toda la noche. Los anticuerpos primarios fueron: cabra anti-TNFa de raton, rata anti-1L4
de ratén (ambos de Santa Cruz 1:500), rata anti-F4/80 de raton, rata anti-IL10 de raton, (ambos
de Serotec, 1:500), cabra anti-IFNy de raton, cabra anti-GFAP o ratén anti-MHCII de raton

(todos de Chemicon, 1:500). Al dia siguiente los cortes fueron lavados 3 veces por 10 minutos
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con PBT. Posteriormente, los cortes se incubaron por 90 minutos a temperatura ambiente en
agitacion con los anticuerpos secundarios biotinilados dirigidos contra IgGs de rata, cabra y raton
(Chemicon, a una dilucién 1:500) en correspondencia con los anticuerpos primarios utilizados,
todos fueron diluidos en PB. Pasado ese tiempo se retird el exceso de los anticuerpos y los cortes
se lavaron tres veces con PBT. Los cortes se incubaron con el complejo avidina-peroxidasa (Elite
AB Kit, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) por una hora a temperatura ambiente en
agitacion, se lavaron tres veces con PB, y la actividad de peroxidasa se reveld con un kit de 3,3-
diaminobencidina y peroxido de hidrégeno de acuerdo al protocolo recomendado por el
proveedor (Vector Laboratories). Los cortes se tifieron para visualizar los barriles de la corteza
somatosensorial con hematoxilina acuosa al 5% durante 5 minutos, se lavaron con agua corriente
de la llave hasta eliminar el excedente de colorante, se colocaron de nuevo en PB. Al final del
procedimiento, los cortes se montaron sobre laminillas cubiertas de gelatina y se dejaron secar
hasta el dia siguiente en ambiente libre de polvo, se montaron en Clarion y se observaron en un
microscopio de campo claro. Las fotografias fueron tomadas con un microscopio Nikkon y una
camara digital acoplada a este.
5. Cuantificacion de marcadores
Se realizo la cuantificacion de marcadores celulares y de citocinas mediante un andlisis de
imagenes usando el software libre ImagelJ, determinando el nimero de células positivas en cada
uno de los barriles, tomando en cuenta las células presentes tanto en el interior como en el septo
de los mismos. Se evaluaron aproximadamente 8 barriles por animal.
6. Analisis estadistico

Todos los valores obtenidos de los animales fueron representados como medias, los datos fueron
derivados de cuatro animales por cada grupo. El andlisis estadistico se realiz a través de una

herramienta estadistica facilitada por www.vassar.edu usando una prueba T de student para
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comparar entre grupos y entre la primera y segunda fila de barriles (para el caso de los animales

lesionados) tomando como significantes los valores de P < 0.05.

VIII. RESULTADOS

1. Animales sin lesion en S1

1.1.Marcadores celulares
La expresion de GFAP (proteina fibrilar acidica de la glia), la cual puede ser usada como
marcador especifico que nos permite observar la distribucion de los astrocitos, fue mas acentuada
en el area de los barriles de los animales sin vibrisas faciales con respecto a los animales
controles (P= 0.004, Figura 2 G), ademés de que este tipo celular mostré6 una morfologia que
sugiere un estado reactivo: nucleos grandes, mayor cantidad de prolongaciones citoplasmaticas y
engrosamiento de las mismas (Figura 2 B, ver recuadro). La expresion de MHCII, fue menor en
el area de los barriles de manera similar a las observaciones realizadas previamente en los
animales controles con vibrisas faciales, (Figura 2 Cy D). Con respecto a la expresion de F4/80,
marcador que permite observar c€lulas de la microglia y macrofagos, se pudo observar una
expresion basal en las areas que rodean el campo de los barriles, (Figura 2 E y F), en este caso se
pudo observar una expresion basal mayor en los barriles de ratones con vibrisas faciales con

respecto a los animales sin vibrisas faciales (P= 0.0005, Figura 2 E).

1.2. Expresion de Citocinas
Los animales sin vibrisas faciales no lesionados en la corteza somatosensorial primaria Sl
tuvieron una respuesta semejante a nuestras observaciones previas, ya que no se aprecio

reactividad en el campo de los barriles para las citocinas pro-inflamatorias IFNy, TNFa, ni para
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la citocina anti-inflamatoria IL4, de igual manera la expresion de éstas no se observo en el resto
de S1 al igual que en los animales controles con vibrisas faciales (Figura 3). En cuanto a la
expresion de IL10, que anteriormente se habia observado en animales controles con vibrisas
faciales, se detectd nuevamente en las terminaciones nerviosas en el interior de los barriles y en
las estructuras subcorticales (Figura 4 A y C, ver flecha), en contraste en los animales sin vibrisas

faciales no se observo expresion alguna (Figura 4 B y D).

2. Animales lesionados en S1 en el campo de los barriles.

2.1 Marcadores celulares
Las lesiones realizadas en S1 de los animales con vibrisas faciales mostraron una respuesta tanto
de microglia, macrofagos, astrocitos, asi como la expresion del MHCII, confinada principalmente
al septo de los barriles cercanos al borde de la lesion (Figura 5 A, Figura 6 A y Figura 7 A). La
expresion de células positivas a F4/80 y la presencia de astrocitos fue significativamente menor
entre los barriles de la primera fila, (cercanos la lesion), y la segunda hilera en los animales con
vibrisas faciales (P = 0.04 y P=0.002 respectivamente, Figura 5 C y Figura 6 C).
La expresion de MHCII mostr6 un patron de distribucion similar en los ratones lesionados con las
vibrisas faciales, sin presentar una diferencia estadistica en la cantidad de células que fueron
MHCII positivas entre la primera y la segunda fila de barriles (Figura 7 C).
En cuanto a los ratones sin vibrisas faciales lesionados en el campo de los barriles observamos
que la expresion de F4/80 estd confinada principalmente al borde de la lesion y carece de la
distribucion caracteristica concordante con los septos de los barriles proximos a la lesion que se
habia observado en los ratones con vibrisas faciales lesionados en la misma area (Figura 5 B). La
cantidad de células por barril en la primera fila es menor con respecto a lo documentado en los

animales con vibrisas (P= 0.01, Figura 5 C). La distribucion de astrocitos en los animales sin
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vibrisas fue semejante a lo observado en los animales con vibrisas, aunque la cantidad de
astrocitos por barril en la fila de barriles mas cercana a la lesion es significativamente menor (P=
0.002, Figura 6 B y C). La reactividad esta practicamente limitada a esta primera fila.

La expresion del MHCII en los animales con recorte de vibrisas faciales estd confinada
principalmente al borde de la lesion y de igual manera carece de la distribucion caracteristica
concordante con los septos de los barriles proximos a la lesion que se habia observado en los
ratones con vibrisas faciales lesionados en la misma area (Figura 7 B). Sin embargo, la cantidad
de células que expresan MHCII por barril en los animales sin vibrisas faciales fue mayor en la

fila de barriles pegados al borde de la lesion (P= 0.004, Figura 7 C).

2.2, Expresion de Citocinas
En cuanto a la expresion de citocinas pro-inflamatorias (IFNy, TNFa) y las anti-inflamatorias
(IL10, IL4) encontramos que en los animales con vibrisas faciales las lesiones realizadas en el
campo de los barriles muestran una respuesta celular marcada en el borde de la lesion y en los
barriles proximos a ésta, la expresion fue predominantemente IFNy > TNFa > IL10 > IL4 (Figura
8 A, Figura 9 A, Figura 10 A y B). Sin embargo estos patrones de distribucion difieren en los
animales lesionados en los barriles sin vibrisas faciales. La expresion de IFNy y TNFa estuvo
restringida al borde de las lesiones (Figura 8 B y Figura 9 B), y no se observo el patron de
distribucion de la expresion como en los animales con vibrisas faciales lesionados. La cantidad de
células que expresaron IFNy, y TNFa es menor en los barriles pegados al borde de la lesion en
comparacion con los animales lesionados con vibrisas faciales (P= 0.006 y P= 0.004, Figura 8 C
y Figura 9 C). En el caso de IL4 e IL10 no se observo reactividad alguna ni en el borde de la

lesion ni en los barriles proximos a ésta (Figura 10 B y D).
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3. Animales lesionados en S1 fuera del campo de los barriles.
Por otro lado, las lesiones realizadas en S1 pero fuera del campo de los barriles mostraron
respuestas similares en ambos observo de ratones lesionados, con y sin vibrisas faciales. La
reactividad de F4/80 y MHCII se detect6 principalmente en el borde de la lesion y en macrofagos
perivasculares, mientras que los astrocitos muestran un estado franco de gliosis con nucleos
grandes, mayor cantidad de prolongaciones citoplasmaticas y engrosamiento del citoplasma
(Figura 11). Asimismo, la expresion de las citocinas (Figura 12) mostrd una respuesta similar a lo
reportado previamente en nuestros antecedentes, observandose el halo de reactividad que

disminuye al alejarse del sitio de lesion.

Tabla 2. Resumen cualitativo de la expresion de marcadores celulares y citocinas en los distintos

grupos experimentales.

- = Ausencia de marca, *= Expresion basal, **= Expresion intermedia, ***= Expresion maxima
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Figura 2 Distribucion de astrocitos, microglia, macréfagos y del complejo mayor de histocompatibilidad tipo
II (MHCII) en barriles de animales no lesionados en corteza cerebral. A, C y E muestran imagenes del area de
los barriles de animales controles con vibrisas faciales, B, D y F animales experimentales sin vibrisas faciales. A y
B muestran la expresion de GFAP (astrocitos) en los barriles, C y D el MHCII, E y F la expresion de F4/80
(microglia y macréfagos). El recuadro en B muestra Astrocitos asociados a vasos sanguineos, el recuadro en D
muestra la expresion de MHCII en microglia, el recuadro en F muestra macrofagos perivasculares y microglia. Las
imagenes son mostradas a un aumento de 10X y los recuadros a 20X. G) Representa la comparacion cuantitativa de
la expresion de marcadores celulares (Células/Barriles). C cbig- Controles con vibrisas. Csbig- Controles sin vibrisas
faciales. Se realiz6 una ¢ de Student para comparar las diferencias entre ambos grupos de animales, * P<0.01
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Con vibrisas Sin vibrisas

IFNyY

Figura. 3 Expresion de citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias en los barriles de animales no

lesionados en S1. A, C y E muestran imagenes del area de los barriles de animales controles con vibrisas faciales. B,
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D y F animales experimentales sin vibrisas faciales. A y B muestran la expresion de IFNy, C y D de IL4, E y F de

TNFa. Las imagenes son mostradas en un aumento de 10X.

IL10

Con vibrisas Sin vibrisas

Figura 4. Expresion de IL10 en el campo de los barriles. A y B muestra barriles de animales con vibrisas
faciales(A) y sin vibrisas faciales (B). Las flechas sefialan fibras nerviosas con expresion de IL10. Las imagenes son

mostradas a un aumento de 20X.
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Figura 5. Distribucion de microglia y macroéfagos en los barriles de animales lesionados mecdnicamente.
Lesion en la zona modular de los barriles de S1 de animales con vibrisas (A) y sin vibrisas faciales (B). Las
imagenes son mostradas a un aumento de 10X. C) Representa la comparacion cuantitativa de la expresion de F4/80
(Células/Barriles). LB cbig- Lesionados en area de barriles con vibrisas. LB sbig- Lesionados en area de barriles sin
vibrisas faciales. 1F- Primera fila de barriles pegada a la lesion. 2F- Segunda fila de barriles cerca de la lesion. Se
realiz6 una ¢ de Student para comparar las diferencias entre ambos grupos de animales, * P<0.05.
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Figura 6. Distribucion de astrocitos en los barriles de animales lesionados mecdnicamente. Lesion en la zona
modular de los barriles de S1 de animales con vibrisas (A) y sin vibrisas faciales (B). Las imagenes son mostradas a
un aumento de 10X. C) Representa la comparacion cuantitativa de la expresion de GFAP (Células/Barriles). LB
cbig- Lesionados en area de barriles con vibrisas. LB sbig- Lesionados en area de barriles sin vibrisas faciales. 1F-
Primera fila de barriles pegada a la lesion. 2F- Segunda fila de barriles cerca de la lesion. Se realizé una ¢ de Student
para comparar las diferencias entre ambos grupos de animales, * P<0.05.
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Figura 7 Distribucion del complejo mayor de histocompatibilidad clase II (MHCII) en los barriles de animales
lesionados mecanicamente. Lesion en la zona modular de los barriles de S1 de animales con vibrisas (A) y sin
vibrisas faciales (B). Las imagenes son mostradas a un aumento de 10X. C) Representa la comparacion cuantitativa
de la expresion de MHCII (Células/Barriles). LB cbig- Lesionados en area de barriles con vibrisas. LB sbig-
Lesionados en area de barriles sin vibrisas faciales. 1F- Primera fila de barriles pegada a la lesion. 2F- Segunda fila
de barriles cerca de la lesion. Se realizd una ¢ de Student para comparar las diferencias entre ambos grupos de
animales, * P<0.05.
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Figura 8. Expresion de INFy en los barriles de animales lesionados mecanicamente. Lesion en la zona modular
de los barriles de S1 de animales con vibrisas (A) y sin vibrisas faciales (B). Las imagenes son mostradas a un
aumento de 10X. C) Representa la comparacion cuantitativa de la expresion de IFNy (Células/Barriles). LB cbig-
Lesionados en area de barriles con vibrisas. LB sbig- Lesionados en area de barriles sin vibrisas faciales. 1F- Primera
fila de barriles pegada a la lesion. 2F- Segunda fila de barriles cerca de la lesion. Se realizo una ¢ de Student para
comparar las diferencias entre ambos grupos de animales, * P<0.05.
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Figura 9. Expresion de TNFa en barriles de animales lesionados mecanicamente. Lesion en la zona modular de
los barriles de S1 de animales con vibrisas (A) y sin vibrisas faciales (B). Las imagenes son mostradas a un aumento
de 10X. C) Representa la comparacion cuantitativa de la expresion de TNFa (Células/Barriles). LB cbig- Lesionados
en area de barriles con vibrisas. LB sbig- Lesionados en area de barriles sin vibrisas faciales. 1F- Primera fila de
barriles pegada a la lesion. 2F- Segunda fila de barriles cerca de la lesion. Se realiz6 una # de Student para comparar

las diferencias entre ambos grupos de animales, * P<0.01.
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Convibrisas Sin vibrisas

IL4

IL10

Figura 10. Expresion de 1L4 e IL10 en los barriles de animales lesionados mecanicamente. Lesion en la zona
modular de los barriles de S1 de animales con vibrisas (A y C) y sin vibrisas faciales (B y D). A y B muestran la
expresion de IL4, C y D de IL10. Las imagenes son mostradas a un aumento de 10X.
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Convibrisas Sin vibrisas

GFAP

Figura 11. Distribucién de astrocitos, microglia, macréfagos y del complejo mayor de histocompatibilidad
clase II (MHCII) en la corteza cerebral de animales lesionados en S1 fuera del campo de los barriles. A, Cy E
muestran imagenes de animales controles lesionados en S1 fuera del area de los barriles con vibrisas faciales, B, D y
F de animales lesionados en S1 fuera del 4rea de los barriles sin vibrisas faciales. A y B muestran la expresion de
GFAP (astrocitos), C y D la expresion de F4/80 (microglia y macrofagos), E y F del MHCII. Las imagenes son
mostradas a un aumento de 10X.
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Figura 12. Expresion de citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias en la corteza cerebral de animales
lesionados en S1 fuera del campo de los barriles. A, C, E y G muestran imagenes de animales controles lesionados
en S1 fuera del area de los barriles con vibrisas faciales, B, D, F y H de animales lesionados en S1 fuera del area de
los barriles sin vibrisas faciales. A y B muestran la expresion de IFNy, C y D de TFNa, Ey F de IL4, Gy H de
IL10. Las imagenes son mostradas a un aumento de 10X.
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IX. DISCUSION
Los datos obtenidos en este estudio abordan la existencia de compartimentos inmunolédgicos y la
posibilidad de que éstos pueden estar relacionados tanto, estructural como funcionalmente con los
moédulos neurales. En este proyecto nos enfocamos a estudiar el componente inflamatorio de la
respuesta inmunoldgica en una zona modular de la S1 correspondiente al mapa corporal de las
vibrisas faciales, denominada barriles. Nuestras observaciones muestran que la S1 tiene una
organizaciéon inmunologica particular en condiciones normales en el area de los barriles. En
primera instancia la distribucion de las células gliales es diferente en el area de los barriles con
respecto a otras zonas de la corteza cerebral, tanto en animales con vibrisas faciales y sin vibrisas,
mostrando una menor densidad de microglia y macrofagos perivasculares en los barriles y su
distribucion estd asociada preferentemente a los septos y es escasa en el interior de los mismos.
Estos tipos celulares participan en los fendmenos de proteccion contra patdogenos, de inmuno-
regulacion y de reparacion de los tejidos, fagocitando restos celulares. Ademas interviniendo en
procesos regenerativos de tejido nervioso (Chen L et al. 2002). Por otro lado, la microglia y los
macrofagos son los principales participantes en los eventos inflamatorios que pueden llevar a
dano tisular (Chavarria et al. 2004); por lo que su menor densidad en el area de los barriles
pudiera conferir cierta “proteccion” ante un estimulo inflamatorio. Asimismo, la menor expresion
de MHCII en la corteza cerebral especialmente en la zona modular de los bariles, también
pudiera ser relevante en el ambiente inmuno-privilegiado del SNC. Cabe destacar que en el grupo
de animales con vibrisas faciales mostré un mayor nimero de células microgliales expresando
F4/80 en condiciones fisiologicas, lo cual nos indica cambios sutiles en el perfil inmunologico

después del recorte de vibrisas faciales..
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Las diferencias que observamos en el campo de los barriles con respecto al resto de la S1 apoyan
la existencia de compartimentos inmunoldgicos asociados a los moddulos neurales, estas
observaciones se ven apoyadas por los datos obtenidos al lesionar fuera y dentro de la zona
modular.

Al comparando los resultados obtenidos en los animales lesionados en la S1, observamos que la
respuesta de las células gliales no difiere cuando la lesion fue realizada fuera del area modular de
los barriles, la distribucion glial se concentr6 alrededor del borde de la lesion y muestrdo una
respuesta intensa que disminuye en las zonas alejadas de la lesion, patron que se conserva en
ambos grupos de animales, con vibrisas y sin vibrisas; lo cual nos sugiere que el recorte de
vibrisas no afecta otras zonas de S1 y que solo estd enfocado a la funcion modular de los barriles.
Esta distribucion contrasta con la que hallamos al lesionar en la zona modular de los barriles.

Por otra parte en los animales que conservan sus vibrisas faciales apreciamos que la respuesta
glial se da Unicamente en los barriles cercanos a la lesion (aproximadamente en la primera y
segunda fila de barriles mas proximos al sitio de la lesién) y es mas intensa en los septos con
respecto al interior de los barriles, en contraste la respuesta celular en las lesiones dentro de la
zona de barriles en animales con recorte de las vibrisas faciales es significativamente diferente, lo
cual discutiremos a continuacion.

Se sabe que los astrocitos tienen un papel importante en la modulacion de la respuesta
inmunolégica en el SNC (Aschner 1998), sin embargo, no observamos una presencia de
astrocitos GFAP positivos en condiciones normales, pero en los animales con recorte de las
vibrisas aun sin ser lesionados pudimos apreciar una mayor cantidad de astrocitos que expresan
GFAP. En las lesiones efectuadas en la zona de los barriles se observd en ambos grupos de
animales con y sin vibrisas faciales un patrén de distribucion es ssimilar. Cabe resaltar que la

respuesta es mayor en los animales que conservan sus vibrisas faciales, en relaciona a los que no
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las tiene. Se ha reportado que los astrocitos requieren mas tiempo para su activacion que las
células microgliales (Cornet et al, 2000 ) y aunque los animales de experimentacion fueron
sacrificados a los dos dias después de haber realizado la lesion, podemos inferir que el recorte de
las vibrisas faciales afecta el comportamiento de los astrocitos tanto en animales sin lesion como
los lesionados. La respuesta celular que se observo fue principalmente de la microglia y de los
macrofagos. La microglia muestra un perfil de activacion no so6lo por morfologia sino también al
encontrar la expresion de MHCII tanto en el borde de la lesion como en zonas alejadas. En el
caso de las lesiones en la zona de los bariles encontramos la expresion del MHCII en
concordancia con la distribucion de las células microgliales y macréfagos ya mencionada. Estas
caracteristicas descritas pudieran conferirle a la zona modular una respuesta mas delimitada y
controlada con respecto al resto de la corteza cerebral. Sin embargo, en los animales sin vibrisas
faciales esta distribucion post-lesion no se observo, ya que la respuesta estd practicamente
delimitada al borde de la lesion y sin acentuamiento en los barriles proximos, ademas de ser
menor la respuesta.

La presencia de citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias no se observo en animales, sin
lesion cortical, con vibrisas y sin vibrisas, sin embargo un hallazgo relevante es la presencia de
IL10 en las terminaciones nerviosas en el interior de los barriles y en estructuras subcorticales en
condiciones normales. La IL10 es una citocina con propiedades anti-inflamatorias o inmuno-
reguladoras, y se le ha atribuido un papel de neuroprotectora, puesto que previene la muerte
celular al bloquear la caspasa 3 (Beachis et al. 2001). La presencia de la IL10 en el interior de los
barriles pudiera conferirle caracteristicas inmunolédgicas diferentes que al septo de los mismos,
estas caracteristicas se ven afectadas en los animales con la ausencia de las vibrisas faciales. Cabe
destacar que la presencia de IL10 en el interior de los barriles, que se observo en condiciones

normales, desaparece totalmente después de la lesion, es probable que esta citocina haya sido
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utilizada para regular el proceso inflamatorio, y de esta manera delimitar el dafio asi como
prevenir la muerte neuronal (Beachis et al. 2001).

En las lesiones realizadas fuera de los barriles observamos la presencia de IL10 e IL4 en células
con morfologia de macrofagos (en animales con y sin vibrisas faciales). Previamente se ha
reportado que los macréfagos al fagocitar mielina producen moléculas anti-inflamatorias (Bavone
et al. 2006). Dado que en el borde de la lesion hay muerte celular incluso de oligodendrocitos, es
posible que los macréfagos activados puedan fagocitar restos de mielina, dando como resultado
la producciéon de IL10 e IL4. Este fendmeno no ocurre con la misma intensidad en las lesiones
realizadas en el area de los barriles, lo que sugiere que el mecanismo de inmuno-regulacion
pudiera ser diferente. Sin embargo, cabe destacar que en los animales con recorte de vibrisas no
se aprecid IL10 ni IL4 al lesionar en la zona de los barriles, lo que hace mas evidente que el
recorte de vibrisas modifica la respuesta inmunoldgica en esta area de la S1.

En contraste con la respuesta anti-inflamatoria, la respuesta de citocinas pro-inflamatorias es
considerablemente mas intensa en todos los ratones lesionados, especialmente la de INFy. La
presencia de esta citocina es muy marcada en el borde de las lesiones y su periferia de las zonas
no modulares, los cual contrasta con la intensidad y distribucion de IFNy en los barriles y bordes
lesionados en animales con vibrisas faciales, donde se expresa mas en los septos con respecto al
interior de los barriles, distribucion que no se observo en los animales lesonados en los barriles
sin vibrisas faciales, donde la expresion de esta citocina es practicamente nula. Adicionalmente,
se observo que el area de expresion de INFy es menor en el area de los barriles, en los cerebros
lesionados. INFy puede ser un agente neurotoxico (Lambertsen et al. 2004) y pudiera
considerarse que la baja expresion de INFy en la zona modular limite la extension del dano
tisular. Dado que observamos que la expresion de IFNy es menor en el interior de los barriles con

respecto a los septos, es posible que la IL10 (en el caso de animales con vibrisas faciales) haya
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regulado o incluso suprimido en esta area la respuesta inflamatoria de IFNy. Asi mismo, llama la
atencion la expresion de IFNy en la microglia activada y en macrofagos de las zonas no
modulares. Por otro lado, la expresion de TNFa en las lesiones tanto en la zona modular como la
no modular es diferente en cuanto a intensidad con respecto a INFy, esta citocina muestra una
distribucion similar a la respuesta de IFNy, es decir, en la zona modular es mas pronunciada en
los septos que en el interior de los barriles. TNFa es una molécula pleiotropica que tiene efectos
tanto pro-inflamatorios como un papel neuroprotector al inducir plasticidad neural cuando esta
presente en cantidades pequefias (William et al. 2000). Es posible que la baja expresion de esta
citocina en el area modular pudiera estar relacionada mas con el efecto neuroprotector que
inflamatorio, cabe destacar que en los animales con recorte de vibrisas al lesionar en la zona
modular la expresion de TNFa es mayor con respecto a la de IFNy, condicioén contraria a los
animales con vibrisas faciales, lo que hace mas evidente el cambio de la funcién inmunolédgica en

el compartimento inherente al médulo de los barriles.

De manera general, los resultados de los animales lesionados en S1 a los cuales se les recortaron
las vibrisas periodicamente, tanto en el campo de los barriles como fuera de ellos, nos dejan ver
que la reactividad tanto de células inmunologicas como de las citocinas es menor, con respecto a
nuestras observaciones hechas en ratones lesionados en la S1 sin recorte de las vibrisas faciales,
esto pudiera deberse a que la actividad metabdlica en el area de los barriles se ve afectada
después del recorte de vibrisas faciales (Meir et al. 2003), dando por resultado una depresion en
las neuronas corticales y la desregulacion de algunos factores de transcripcion como CREB
(Harwel et al. 2005), asi como cambios en la expresion de receptores a GABA ( Fuchs and
Salasar 1998) y la sintesis de este neurotransmisor (Akahtar and Land 1992). Esto puede acarrear

un cambio en el microambiente de este modulo neural, lo cual repercute en la respuesta tanto de
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astrocitos como de macrofagos y la microglia, ya que se sabe que estos tipos celulares expresan
receptores a distintos neurotransmisores, por ejemplo: los astrocitos expresan transportadores a
GABA vy Glutamato, y tienen una participacion importante en la regulacion de las
concentraciones sinapticas de estos neurotransmisores (Schousboe 2003). Se ha reportado que la
produccion de algunas citocinas como 116 e IL12 puede estar regulada por receptores a GABA
tipo A en macrofagos (Reyes-Garcia et al. 2007), por otro lado, se ha documentado que las
cé¢lulas de la microglia expresan receptores tanto a glutamato como a GABA (Farber and
Kettenmann 2005), pudiera indicar que tienen capacidad de responder a la actividad neuronal y
¢ésta a su vez puede influenciar en las caracteristicas inmunoldgicas de dichos tipos celulares, es
posible que las células del sistema inmunolédgico establecen una relacion directa con funciones
neurales.

Adicionalmente, se ha demostrado que los linfocitos T y la microglia tienen un papel importante
en la neurogénesis hipocampal y el aprendizaje en conductas espaciales en ratas adultas (Ziv et
al. 2006). La microglia ademés tiene una participacion directa en los procesos de plasticidad
neural tales como son la eliminacion de sinapsis y la regeneracion axonal posterior a lesiones
(Cullheim and Thams 2007). Asi como una participacion en la potenciacion a largo plazo
(LTP), en cuyo caso se ha observado que la produccion de citocinas pro-inflamatorias como IL-
1B, IL-1a, IL-18 e IFNy esté relacionada con deficiencas en la LTP en ratas viejas (Griffin et al.
2006). Cabe mencionar que la manipulacion para el recorte de las vibrisas asi como la usencia de
estas en los ratones, confiere un cierto grado de estrés, se sabe que el estrés de tipo social, puede
aumentar el trafico de monocitos y la produccion de citocinas pro-inflamatorias desde la medula
osa al bazo (Sheridan et al. 2000), ademas aumenta la capacidad de respuesta de estos durante el

curso de la infeccion por HSV1 (Dong-Newsom et al. 2009), sin embargo, en ratones con altos

58



niveles de ansiedad ocasionada por retencion fisica, se produce un decremento en la eficiencia de

la respuesta inmune (Rammal et al. 2009). Estos datos nos permiten ver que existe una

comunicion activa entre celulas nerviosas e inmunologias dentro del SNC, a su vez nuestros

resultados sugieren que el cambio en la funciéon de un modulo neural puede afectar el

comportamiento de un compartimento inmunolégico y al revés, dejando claro que existe una

relacion no soélo estructural sino a nivel funcional entre los modulos neurales y los

compartimentos inmunologicos.

X. CONCLUSIONES

1.

La distribucion, de astrocitos expresando GFAP en el area de los barriles es mayor en
animales con recorte de las vibrisas faciales.

La respuesta celular y de citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias, resultado de una
lesion circunscrita al area de los barriles en S1 de ratones adultos, es menor entre
animales con vibrisas faciales y animales sin vibrisas.

La respuesta celular y de citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias, resultado de una
lesion en S1 fuera del area de los barriles no se ve modificada entre animales con
vibrisas faciales y animales sin vibrisas.

Los datos obtenidos en este estudio apoyan la existencia de los compartimentos
inmunologicos en el SNC y que éstos estan relacionados estructural y funcionalmente con
los modulos neurales. Los compartimentos inmunoldgicos pueden conferirle a los
moédulos neurales caracteristicas inmunologicas diferentes que pudieran estar relacionados
con eventos de mayor o menor inflamacion, por lo tanto con mayor o menor dafio tisular y

la pérdida o conservacion de la funcion.
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