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INTRODUCCION
CULTIVO DE TEJIDOS.

Entre las diversas formas gue se emplean en el estudio de ia funcién de
los organismos destaca el cultivo de tejidos como una de las técnicas de estudio
gue ha ayudade a comprender algunos de los mecanismos basicos de las
funciones celulares. El primer informe que se tiene sobre el cultivo de tejidos
data de 1807 (Harrison, 1807), a partir de entonces, las técnicas se han
modificado y desarroliado y en la actualidad es posible obtener cultives in vifro
no sélo de varios tipos de {ejidos sino también de una gran variedad de tipos
celulares.

La caracteristica mas importante de la técnica de cultivo es ia posibilidad
de aislar al tejido, © a las células, de las influencias del medio, de tal forma que
se mantienen en condiciones experimentales mucho mas controladas y
estrictas. De esta manera, se utilizan como una herramienta para estudios
morfologicas, bioguimicos, ontogénicos y fisioldgicos gue contribuyen a
entender los procesos basicos del funcionamiento celular, ias interacciones
intercelulares, el crecimiento, la diferenciacion, el metabolismo y los cambiocs
degenerativos de las células, entre otros.

El cultivo de tejidos consiste en aislar pequefios fragmentos de un tejido
en particular, los cuales contienen un gran ndmero de células del mismo tipe
que conservan relaciones espaciales entre si y con otros tipos celulares, come
el tejido conectivo y otros La organizacién original del tejido puede perderse
aunque las células continden funcionales. Los fragmentos son “sembrados” en
un medio adecuado para su crecimiento, la formacion de colonias y; en el mejor
de los casos, 1a continuacidn de algunas de sus funciones normales. En el
cultivo de érgancs, ademas de aislar el drgano en estudio, se trata de mantener
las condiciones homeostaticas originales.

La diversificacién de los tipos de cultivo y de las especies utilizadas en
ellos ha alcanzado al sistema nervieso por un lado, y al uso de drganos de
invertebrados por el otro. Harrison, quien inicid estos estudios, hace notar con
respecio a las fibras nerviosas la aparicion de prolongaciones a partir de un
punto del soma neuronal y la capacidad de las fibras para “dirigirse” hacia un
“blanco especifico”. Enfatiza, también, la capacidad del tejido para adherirse a
una superficie extrafia y crecer dentro de ella. Por este trabajo se ha
considerado a Harrison como el “inventor’ del cultive de tejidos.

E! tejido neural de invertebrados también se ha cultivado con mayor o
menor éxito. Carlson ha cultivado neuroblastos de embrion de grillo {Carlson,
1961) y Braeman obtuvo crecimiento de axones de embriones de langosta,
(citado por Jones, 1965). Estos aspectos son el tema central de este trabajo,
en el que se pretende poner de manifieste, algunos de los factores que influyen
en la capacidad de reconexidn del tejido nervioso del acoci! {Ringer, 1880}, en
un medio de cultivo bien definido



Uso de Enzimas en Cultivos de Tejidos

En 1937 se empled el tratamiento enzimatico para mejorar el crecimiento
de cultivos de fibroblastos, come fripsina, caseina o papaina, las cuales
incrementan el crecimiento celular. Aparentemente ninguna causé dafio a las
células en estudio {(Simms y Stiliman, 1937) Entre 1950 y 1960 se uso
colagenasa para separar células de igjido adiposo de glandulas mamarias
(Lasfargues, 1957) y se demostrd una buena capacidad para ia disociacion,
pero elevados riesgos en la viabilidad celular. Se observd que la colagenasa no
era eficiente para ia disociacién de células embrionarias y que incluso podia
lesicnarlas severamente (Sobel, 1958; Rinaldi, 1958; Grover, 1962}, tal vez
porque en los primeros trabajos los contaminanies asociados eran muchos y
toxicos. No obstante, la estandarizacién de las téenicas y la purificacion de las
enzimas ia han llevado & ser, junto con la tripsina, una de las de mayor usc en
las técnicas de cultivo y disociacién de células.

Colorantes Vitales

Desde hace mucho tiempo el uso de colorantes ha side una herramienta
muy importante para la identificacidn, diferenciacion y marcaje de células o
estructuras, lo que facilita los estudios a un nivel morfolégico y anatémico,
Algunas técnicas auxiliares de tincién que se conocen como colorantes vitales,
debido a gue son compatibles con la vida, permiten conocer y valorar otras
caracterfsticas de las células o fejides. Entre estos colorantes se encuentran el
azul de metileno, el rojo neutro, el moreno de Bismarck, etc. (Gurr, 1962).

Antes de 1968 sdlo habia dos métodos histolégicos para hacer una
tincién selectiva y completa de una sola neurona, los métodos de Golgi y la
aplicacion de azul de metileno, .. . .

Hoy (1969) en su estudio scbre degeneracidn y regeneracion en
neuronas motoras flexoras abdominales de acocil, aplicéd azut de metileno a2 una
concentracion de 0.2% comoe colorante supra-vital en solucidn salina para
identificar los nervios periféricos. Este método reveld el patron de ramificacion
de las axones motores sobre las fibras musculares. Fue también empleado para
obtener informacion anatémica gruesa sobre la regeneracion nervicsa, por
ejemplo, para determinar si la regeneracién nerviosa sigue rutas nuevas hacia
las estructuras reinervadas {Hoy, 1969).

Por ta forma en que tifien, los colorantes se pueden clasificar en:

-Colorantes directos: por ejemplo, el azuf de metileno, que da color al
organismo estudiado.

-Colorantes indirectos: que no liflen a la estructura, pero si al medio que
lo rodea, de manera que se ve por contraste, como por ejemplo 1a nigrosina.

En nuestro estudio utilizamos el azul de metileno y la nigrosina para
observar la viabilidad de los tejidos en cultivo. Las caracieristicas de estas
sustancias son las siguientes;



Azui de metileno: sustancia con pH bésico, soluble en agua y en etanol,
gs un colorante nuclear y de bacterias, tifle sin dafar al tejide nervioso, no es
toxico. Es también adecuado para tefiir protozoos, cuerpos de Negri, virus,
tefido conectivo, ricketisias. Su estructura quimica es la siguiente:

CHI
H3c Ct
+

N 1 CHZ

H3C

Nigrosina: sustancia con. pH &cido, hidrosoluble, ofrece tinciones
negativas, es decir que tifie al medio de cultivo y no al tejido cuando éste esta
vivo y es especialmente recomendado para: lejido nervioso y pancreas. Tife
negativamente la cromatina, algas, hongos y capsulas bacterianas (Gurr, 1962),

Técnica Inmunohistoquimica.

La técnica inmunohistogquimica fue ideada por A. H. Coons y ha sufrido
modificaciones desde su wmtroduccion en la década de los arios sasentas,
principaimente con el use de anticuerpos monoclonales (Polak y Van Noorden,
1986).

La introduccion de ta inmunohistoquimica en el estudio del sistema
nervioso ha servido come una herramienta para la localizacion de transmisores,
lo cual ha ayudado a descubnr numerpsas conexiones neuronales antes
desconocidas {Cuello, 1983).

Los anticuerpos son producidos por un hospedro como parte de una
respuesta inmune a un antigeno extrafio, el cuat al invadirlc como patégeno
produce toxinas. Estos anticuerpos se unen en distintos sitios v son altamente
especificos contra una molécula antigénica,

Convencionalmente, los anticuerpos se preparan a partir dei suere de los
arumales, los cuales son activados policlonalmente. Estos reactivos pueden ser
purificados y absorbidos especificamente por el antigeno de interés. Un solo
indwiduo puede responder de diferentes maneras al mismo inmundgeno, lo que
hace casi imposible procesar los reactivos a gran escala. De esta manera se
han desarrollado técnicas de produccién de anticuerpos monoclonales. Aparte
un anticuerpo monoclonal es un reactivo que se produce de una sola clona de
células B inmortalizadas, con estructura molecular uniforme y afinidad/actividad
especificas. Adecuadamente pueden ser producidas en grandes cantidades
{Cuello, 1983).

Los linfocitos B pueden producir anticuerpos con diferente grade de
gspecificidad pero con un tiempo de vida muy corto en condicion in vitro. En
contraste, hay lineas celulares de mieloma (derivadas de células plasmaticas



tumorales) que han perdido su habilidad para secretar inmunaglobulinas, perc
que pueden crecer indefinidamente en cultivo. Estos dos tipos de células
pueden fusionarse para formar hibridos que posean las propiedades inmortales
de las células de mieloma y la habilidad de los linfocitos B para sintetizar y
secretar anticuerpes. La relevancia de los hibridomas es que pueden ser
clonados a gran escala. Este proceso es a partir de una sola clena, por ello la
definicidn de monocionales y homogéneos (Cuello, 1933).

Reactivos comiinmente utilizados.

Algunas enzimas como la peroxidasa son marcadores muy utilizados. La
peroxidasa puede reaccionar con la diamincbenzidina formando el complejo
(DAB}-perdxido de hidrogeno, sustancia insoluble que tifie intensamente de
color café, )

La biotina es una vitamina insoluble en agua, de muy bajo peso
molecular presente en la yema del huevo y ofros tejidos tanto animales como
vegetales. Su grupo carboxilo es el responsable de la unidn que tiene con los
residuos NH; de diferentes proteinas, lo que hace que se utilice como un
marcador de unién que puede formar enlaces con alguna enzima o con la
avidina,

La avidina es una glucoproteina basica presente en gran variedad de
tipos de huevos blancos, de los que se extrae. Esta formada por cuatro
subunidades, cada una de ellas representada per una sola cadena polipeptidica
de 128 aminoacidos. El azlcar de cada subunidad incluye un oligosacarido que
contiene una manosa y una glucosamina.

En cuitivos de dérganos {explantes), el anticuerpo puede ser aplicade a
las célutas intactas, fijadas y colocadas en una superficie de vidrio o plastico.

L.os anticuerpos de una especie pueden reaccionar con inmuncglobulinas
de ofras especies v el anticuerpo secundario puede unirse al tejido de forma
especifica pero no deseada. Este problema se puede evitar con facilidad
agregando un segundo anticuerpo en solucidén 5% de suero normal (Polak,
1986).

Para la localizacién de péptidos por microscopia de luz el uso de
anticuerpos ha dado buenos resultados siempre que se mantenga una buena
inmunoreactividad vy 1a estructura del tejido o las células mediante el uso de
fijadores adecuados. Aparte tanto en microscopia de luz como en microscopia
electrénica, para marcar fibras y cuerpos celulares, la adicion de Triton X-100
antes del primer antisuero, puede permitir una mejor penetracién de los
anticuerpos {Cueilo, 1983).



SISTEMA NERVIOSO DEL ACOCIL

En ia region cefdlica de animales simples con simetria bilateral, se ha
desarrollado un agrupamiento de células nerviosas qgue se conace come ganglio
cerebroide. A partir de este agrupamiento nacen los haces nerviosos en
direccion al extremo posterior dei cuerpo del animal Aparie el acoci, asl como
otros artropodos tiene un sistema nervioso central (SNC) formado por parejas
de ganglios unides por segmentos en sentidos longitudinal y transversal. El
ganglio cerebroide lo forman los dos ganglios esofagicos superiores dispuestos
en posicidon dorsal con respecto al intestino anterior. El ganglio cerebreide se
conecta hacia abajo con los ganglios toracicos, los cuales comunican a su vez
con los 6 ganglios inferiores que ccupan una posicidn ventral y que se conectan
entre si por medio del corddn ventral.

Un ganglio es una agrupacién de muchos somas de neuronas
organizados alrededor de una compleja red de fibras nerviosas que se conacen
como neuropilo. En esta organizacién hay extensas interconexiones entre las
neuronas que hacen contacto con procesos colaterales. Las colaterales son
ramas laterales que forman arborizaciones con el neuropilo y salen de los
axones para conectar bilateralmente cada segmento.

Aunque el neuropilo tiene el aspecto de una red intrincada de finos
procesos, estudios recientes realizados con marcadores y colorantes inyectados
intracelularmente indican que las colaterales arborizadas difieren mucho en
detalles finos de un espécimen a otro.

Cada segmento corporal estd provisto de un ganglio segmentado que
sirve normalmernite para las funciones reflejas del segmento que coupa y de uno
o mas de los segmentos adyacentes. Los ganglios de los sucesivos segmentos
corporzales estan unidos por haces de fibras nerviosas denominadas conectivos,
que constituyen el corddn nervioso veniral caracteristico de anélidos y
artrdpodos, en los que la organizacidn segmentaria se detecta con toda
claridad. Los ganglios segmentarios proporcionan un material conveniente para
la investigacion neurofisioidgica debido a que poseen un niimero relativamente
pequefic de neuronas en cada segmento y hay una redundancia de las
estructuras y la funcién en los diferentes segmentos def cordon nervioso. Asi, un
analisis de las interacciones de las neuronas de uno de los segmentos
proparciona el esquema basico del resto de los segmentos del corddn nervioso.
{Eckert y Randall, 1990).

Lo que hace que el SNC no esté diferenciado en sustancia gris y blanca,
es que los axones no tienen vaina de mielina. Los axones estan acompanados
de células gliales y por lo general quedan envueltos por una vaina glial. Los
pericariones en los ganglios centrales se ordenan, por lo general, en forma
marginal, mientras que a regidn central estd ocupada por el neuropito. En el
neuropilo tienen fugar los procesos de elaboracion de la informacion (Wolf,
1976).



Cordon Ventral en el Acocil

El cordon veniral es esencialmente una doble hilera de ganglios, cada
uno unide longitudinalimente a los demas por el tejido interganglionar. La
cadena ganglionar abdominal en el acocil, la forman cuatro axcnes nerviosos
que marchan paraleios a 1o largo de Ia parte dorsal del corddn nerviose de un
extremo al otro del animal y que corresponden a los axones gigantes mediales
{AGM). Los AGM van desde el ganglio supraesofagico hasta el telson; mientras
que los axones gigantes laterales (AGL) y se conectan en serie formando
sinapsis eléctricas en cada segmento, de uno a ofro a través de cada ganglio
por conexiones analogas.

Los axones giganies mediales y laterales pertenscen a ias interneuronas,
son estructuras bilaterales no ramificadas. Tienen diametros similares que van
de 100 a 200um. Los axones gigantes mediales miden de 50 a 80mm de largo,
recorren todo el corddn nervioso ventral y hacen sinapsis con neuronas en cada
gangiio. Los axones gigantes laterales miden de 5 a 13mm de fargo y se
extienden de un ganglic segmentade al siguiente.

Los AGM, comparades con los AGL contienen el doble de vesiculas
subaxolemales y elementos del reticulo endopiasmico rugoso. Las vesicuias
citoplasmaticas a menudo estdn asociadas con sitios de actividad
endocitética/exocitdtica. Los AGMs son mas dependientes de células gliales
adyacentes.

Las neurofibrillas y los microtibulos son también caracteristicos de los
axones, las neurofibrilias se componen de neurcfilamentos cuyo didmetro es de
100 a 1504 que se observan en el soma y en las prolongaciones. Los
micratdbulos tienen un groasor de 150 a 3004 vy se ercuentran principalmente en
las prolongaciones de neuronas que se orientan en paralelo a [o largo del axon.
(Woif, 1976).

£n condiciones normales existen mecanismos para el mantenimiento
axonal, Existen dos tipos de transporte axonal uno lento y ofro rapido. Aunque
no se conocen las bases estructurales, en el transporte rapido, los riicrotdbulos
y neurofilamentos de la neurona, al parecer tienen estructuras de translocacion.
El movimiento lento de materiales podria ser una consecuencia de presiones
microperistalticas en el axolema. {Builock y Horridge, 1965).

Respecto a la funcidn a nivel celular, el sistema nervioso parece haber
experimentado menos modificaciones durante la evolucidon que cualquier otro
tejido. Las propiedades eléctricas y quimicas de las células nerviosas son
marcadamente similares en los vertebrados e invertebrados.

Los sistemas nerviosos que anatdmicamente estan organizados de forma
mas simple consisten de fibras nerviosas muy finas {axones) que se entrecruzan
como una red difusa y establecen contacto sinaptico en los puntos de
interseccion.



DEGENERACION Y REGENERACION NEURAL
Cegeneracién Neural

La degeneracidn neural generaimente se considera como una slteracidn
del tejido © de los elementos anatdmicos que lo constituyen, que se asocia con
ia detencidn del flujo de sustancias neurotrdficas sométicas necesarias para el
manienimiento celutar Esto da lugar a la pérdida de las caracteristicas
esenciales y funcionales de fas neuronas. Con la ayuda de determinadas
técnicas histolbgicas, es posible hacer visible, en forma selectiva, el tejido
nervioso degenerada Por medic de experimentos morfolégicos de
degeneracién que ha podido llevar a cabo un andlisis de la estructura
arguitectonica del SNC, de tal manera que en el animal de experimentacion se
desiruyen ciertas zonas de interés del SNC y al cabo de algunos dias los
animales se sacrifican con el fin de observar microscopicamente el trayecto de
las fibras que degeneraron después de la lesion.

Las lesiones en el tejido nervicso se clasifican de acuerdo con su
magnitud, de tal manera que para el tejido nervicso de invertebrados se
consideran los siguientes tipos de lesion:

- De primer grado: lesién causada por la presidn ejercida scbre una
porcion locaiizadd: del’ tejido’ nervioso que produce anoxia en los axones sin
impedir su funcidn, Con este tipo de lesidn las fibras sensitivas se afectan mas
rapidamente que las motoras Se puede recuperar la funcion en minutos, horas
0 semanas.

- De segundo grado cuando la presién es prolongada y/o intensa,
provoca la muerte axonal en la zona afectada. Lo que produce,.a su vez, la
muerte de la parte distal al quedar ésta separada del cuerpo celular.

~ De tercer grado: en donde la vaina de tejido conectivo no conserva su
continuidad a nivel de lesion, pero las fibras nerviosas si.

- De cuarte grado: presentan lesién tanto la vaina de conectivo como las
fibras nerviosas.

- De quinto grado: se consideran aquellas lesiones en las que el tejido
nervioso esta totalmente seccionado y los axones quedan separados del cuerpe
celular y en este caso se necrosan y mueren (Ham, 1970).

Los axones degeneran primerc en 1a porcion proximal, cerca del corte y
posteriormente empiezan a crecer poco a poco hasta cubrir el espacio donde se
produjo el corte.

El tiempo de sobrevida de un axon lesionado depende de diversos
factores como son. a) el largo del segmento lesionado, b) !a naturaleza de la
respuesta de las células de la vaina glial, ¢} la presencia de extensiones
sinapticas {quimicas o electrotdnicas) que hacen contacto con otras células, d)
la presencia de axones adyacentes conectados con sus cuerpas celulares y g)
la capacidad sintética del axoplasma.



Después de quitar el cuerpo celular neuronal, en los vertebrados y en
muchos invertebrados, los axones s& fragmentan y degeneran en semanas
debido & un répido proceso de degeneracion retrégrade (degeneracion
Walleriana) Sin embarge, numerosos estudics han mostrado que e muridn
distal de aigunos axones de insectos sobreviven por mas de 20 dias después de
la transeccién. E! descubrimiento mas sorprendente se llevo a cabo en el acoci
y otros crustaceos donde los mufones lesionados de axones motores
periféricos y axcnes gigantes mediales del SNC han mostrade la capacidad de
permanecer morfoldgicamente intactos y fisiolégicamente activos durante mas
de 100 dias a pesar de la ausencia de los cuerpos celulares {(axones
anucieados) (Bittner y Mann, 1976).

L.a sobrevivencia de axones anucieados a largo plazo (de semanas hasta
afios) ha sido extensamente reportada en muchos grupos de invertebrados
{anélidos, arirépodos, moluscos y platelmintes). En los crustaceos la
degeneracion se lieva a cabo rapidamente (dos semanas), esto en axones
anucleados de neuronas sensitivas periféricas, 1o cual puede ser una excepcion.

La sobrevivencia a largo plazo del citoplasma anucleado ciertamente
depende de la presencia de proteinas estructurales (citoesqueléticas) y
funcionales (enzimaticas) y es posible que también se relaciones con fa accién
combinada de tres mecanismos cualitativamente diferentes gue pueden
asegurar la continua presencia de tales proteinas: 1) sintesis de nuevas
proteinas en el axoplasma; 2) transferencia de proteinas al axén de la glia
adyacente u otras células intactas y 3) el mantenimiento de las proteinas
axoplasmaticas existentes en los alredederes.

Este proceso ha sido extensamente estudiado en el axén gigante medial
y lateral de los acociles Procambarus clarkii y P. simufans . Los axeones gigantes
mediales anucleados permanecen maorfoldgicamente intactos y funcionaimente
competentes de alrededor de 150 a 250 dias, los elementos restantes
citoesqueléticos en el axoplasma permanecen intactos (Bittner, 1991).

Hay diversos mecanismos que aparecen después de una lesién, y que
s0n importantes para 1a superviviencia, 2 large plazo, de diversos segmentos de
axones motores y gigantes mediales del acocil. Entre estos mecanismos se
encuentra la sintesis axonal de macromoléculas y metabolitos, el transporte
bidireccional en el axén lesionado de sustancias a través de sinapsis vy la
formacién por parte de las células de ia vaina glial, de diversos componentes
axonates, Estos mecanismos se ha propuesto que se llevan a cabo en una gran
variedad de neuronas {Gorio y cols., 1993).

Regeneracidn Neural

La sobrevivencia de neuronas lesionadas es un prerrequisito fundamental
para la regeneracién. Las neuronas sensitivas y motoras pueden ser afectadas
de distintas maneras. Los grados de lesién pueden afectar de diferente manera,
mientras el machacado puede ser incfensivo, la seccidén del nervio puede
causar una degeneracién {Gorio y cols., 1993).



La regeneracion neural es el proceso de reparacion del tejido nervioso,
en el cual hay restablecimiento de ia funcion En raras ocasiones,
espectalmente en preparaciones de nervios cortados, la reconexidn se lieva a
cabo en tiempos corfos, estos tiempos son muy similares en los diferentes
sisternas estudiados Los casos en los que la regeneracion ocuire antes de 490
dias, entre 25 y 36 dias los expenmentos se Hevaron a cabo en axones donde
se machacd solo el conectivo {Hoy, 1969).

La regeneracién neuronal es un proceso morfo-funcional que restablece
los detalles perdidos en la organizacién neuronal para la reconstruccién de los
axones periféricos y la arbonzacién terminal. En el sistema nervioso Ia
formacién de partes perdidas, se da por exiension de porciones proximales y
reformacidn de procesos degenerados (Hoy, 1969).

La regeneracion ocurre mas répidamente y con mayor probabilidad en
nervics machacados que en nervios que son cortados {Hoy, 1989). Esto se
debe a que en el machacamiento existe la posibilidad de que sélo algunos
axones sean lesionados, y que otros permanezcan intactos o con una lesién
menor. De ahi que haya una mayor posibilidad de que la regeneracion se ileve
a cabo por parte de las fibras que permanecen intactas. También hay que tomar
en cuenta que el tefido no se separa por completo ya que en algunas porcicnes
permanece unido ko que facilita ain mas los procesos de recuperacion. Cuando
por otra parte, se lleva a cabo un corte transversal total, los nervios son
lesionados por completo por lo que el tiempo durante el cual se lleva a cabo [a
regeneracién es notablemente mayor. También se debe considerar que si et
tejido fue separado por completo, las fibras deben traspasar el drea de lesién
para reconectarse unas con ofras {Tashiro y Komiya, 1991).

Se ha visto que las neuronas periféricas responden a la axotomia
mediante una regeneracion activa, después de un periodo de entre 1-4 dfas.
Durante este tiempo se forma un cono de crecimiento en la punta del muifidn del
axdn proximal. Debido a que el transporte que lleva proteinas citoesqueléticas
hacia el 2x6n, no es lo suficientermiente rapido para alcanzar el sitio de lesién, fa
organizacion local del citoesqueleto preexistente puede ser |2 responsable de la
formacion de los conos de crecimiento. Sigue después una fase de maduracidn
en la cual tas proteinas citoesqueléticas alcanzan sus niveles narmales, lo que
incrementa los procesos regenerativos (Tashiro y Komiya, 1991).

E! esquema clasico en la regeneracién de axones lesionados muestra
que ésia se establece sdio después de que emergen finos brotes de axones en
crecimiento que han alcanzado sus biancos apropiados. Sin embargo en
organismos invertebrados (sanguijuela, insectos) se han propuestoc ofros
mecanismos de recuperacidn nerviosa.

En general, se conocen ires tipos de mecanismos por medio de los
cuales las fibras lesionadas pueden regenerar:

1) Los muficnes distales degeneran, mientras crecen axones nuevos
desde el mufidn proximal y que se encargan de reestablecer las terminales
nerviosas.



2} Los mufiones distales sobreviven por més tiempo, mientras el axdn
proximal crece y forma nuevas terminales. El segmento distal original degenera.

3) Bl mufdn distal permanece intacto y las proyecciones citoplasmicas de
los mufiones proximales se fusionan con éstas {Bittner, 1973).

En estudios de regeneracién axonal en neuronas mecanosensitivas de
sanguijuelas, hay evidencias de que los axones lesionados pueden fusionarse o
reconectarse después de una lesidn. Las neuronas mecancsensitivas son
capaces de regenerar axones lesionades por ‘corte ¢ machacamiento del
conectivo y pueden reconectarse con ganglios normates y ganglios adyacentes,

Son muchos los factores de los que depende la posibilidad de
regeneracion de una neurcna: la edad de! organismo, |a especie, el animal del
que se trate, el tipo de neurona, etc. Al comparar la capacidad de regeneracion
que presentan los acociles juveniles y los acociles adultos de la especie
Procambarus clarkii, se encontrd que los organismos adultos poseen muy poca
capacidad para regenerar axones no gigantes del SNC a través del sitio de
lesién, asi como mantener el crecimiento de procesos axonales en axones
gigantes para reemplazar cuerpos neurcnales retirados quirdrgicamente en el
SNC. En crias de las especies P simufans y P. clarki Seshan y Bitiner
encontraron en estas especies que hay un incrementc en la habilidad para
regenerar axones nerviosos no gigantes. También mostraron que hay
diferencias en la habilidad regenerativa de axones nerviosos no gigantes entre
miembros de especies estrechamente relacionadas. Finalmente, los axones
gigantes de organismos en etapas postembrionarias muestran en ambas
especies, un incremente en el crecimiento de procesos axonales, comparado
con los experimentos llevados a cabe en axones gigantes de adultos en esas
mismas especies (Seshan y Bittner, 1987).

Cuando los axones gigantes mediales son canalizados indlvidualmente,
perfundidos con solucion salina axoplasmica artificial ¥y marcados con
aminoacidos radiactivos, se tifien muchas especies de polipéptidos tanto en los
axones nucleados como en ios anucleados. Se ha visto que las proteinas
trazadoras de bajo pesc molecular al ser inyectadas en estos axones aparecen
en la glia adaxonal en cuestion de minutos. Todos estos datos son consistentes
con la hipotesis de que tantc las proteinas como otros compuestos se
intercambian rutinariamente entre el axén gigante medial y la glia adaxonal, y
que las transferencias intercelulares pueden acontecer en pare, por
sohrevivencia a largo plazo de axones anucleados de este tipo (Bittner, 1991).

Experimentos en Aselfus aqualicus muestran que los nervios periféricos
son necesarios para que la regeneracidon se lleve a cabo a velocidades
rnormales. La denervacion del mufdn retarda marcadamente la velocidad de
regeneracion de los miembros tordcicos. En crustacecs y urodelos, la presencia
de un abastecimiento nervioso adecuado en la region amputada es esencial
para la regeneracién de los miembros (Bullock y Horridge, 1965).

tos axones que inervan los misculos flexores superficiales en ef acocil
Procambarus clarkii, pueden regenerar sus conexiones. Se ha demostrado que
las neuronas que inervan los musculos abdominales del acocil tienen
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conechvidad especifica. Durante el desarrolic y regeneracién, se ha postulado
la presencia temporal yfo espacial de diversos factores, que tienen una
influencia en el crecimiento nervioso (Hunt y Vélez, 1982).

FACTORES Y ESTRUCTURAS QUE INTERVIENEN EN LOS PROCESOS DE
REGENERACION

Efecto de ta Temperatura

Se sabe que hay proteinas del estrés que son sintetizadas por muchcs
organismos eucariontes y procariontes en respuesta a una gran variedad de
estrés medioambiental, incluyendo hipertermia, metaies pesados, quimicos
toxicos, alcohol, pH no fisioldgico, glucosa baja, oxigeno insuficiente o andlogos
de aminodcidos. En varias lineas o lejidos neurales y no neurales estas
proteinas tienen una participacion muy importarte en la adquisicion de la
tolerancia al estrés (Rochelle y cols., 1991).

En axones motores de acocil colocados a 16°C, no muesiran
degeneracion del segmento distal después de 26 semanas. Se ha observado
que las temperaturas elevadas {22 a 28°C) inducen ia degeneracion neural. En
respuesta a este proceso degenerativo la glia adaxonal muestra un incremento
de los organelos que estdn asociados con la actividad sintética: mitocondrias,
Gelgi y reticulo endoplasmico {(Nordlander y Singer, 1973),

Participacion de la Glia

En contraste con la gruesa capa de mielina que se encuentra a menudo
en los vertebrados, los axones de los invertebrados usualmente estan rodeados
por una fragit vaina glial. En crustdaceos por ejemplo, la capa mas interna de las
células gliales (glia adaxonal) estd separada det axolema por un espacio
extraceldar (Sheller y cois.,, 1991). Las fibras sensitivas de los nervios
penféricos de! acocil pueden agruparse en dos clases morfologicas generales
de acuerdo con la relacidon que tienen con las células gliales. Hay axones
pequefios, organizados en grupos, los cuales estan embebidos en el citoplasma
glial, de tal manera que desarrollan fibras no mielinizadas. Otro tipo de fibras,
forman dos o cuatro capas de procesos gliales que alteman con el tejido
conectivo y de esta manera forman una especie de fibra de colagena, la cual
queda embebida en una matniz extracelular, este conjunto forma un complejo de
miliples capas de tejido conectivo-glial. E| axoplasma contiene mitocondrias,
reticulo endoplasmico liso, vesiculas y microtibulos. El citoplasma de los
procesos gliales contiene pequefias cantidades de reticulc endopldsmico
rugoso, elementos de Golgi, mitocondrias de gran tamarfic y microftbulos
{Nordlander y Singer, 1973). La vaina es una sola célula glial con su
membrana celular que rodea al axdn y farma una delgada espiral. En el acocil
hay una membrana basal fibrosa interpuesta entre las capas de citoplasma, que
forma la vaina {Bullock y Horridge, €5).
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La glia se hincha como una primera respuesta a la lesién axcnal, ol cual
es un fendmeno generat que ha sido reportade en vartebrados e invertebradoes,
Las capas glizles que rodean los axones motores lesionados en el acocil se
hinchan. El hinchamiento va acompaniada por una acumulacion de organelos, lo
cual sugiere que éstos pueden estar relacionades cen el apoyo que tienen los
axcnes motores duranie la larga vida que muestran aun después de estar
separados de sus cuerpos celulares. La acumulacion caracteristica de
organelos no se observa an la glfa que rodea & los axones sensitivos lesionados
en los dltimos estades de degeneracion, es decir cuando las células estan por
dejar el proceso degenerativo vy entrar a los procescs regenerativos. Por otro
lado, para el mantenimiento axonal y su posterior restauracién, la vaina glial
desempefia un papel muy importante, en los nervios lesionados, ya que
desempefia un pape! trofico, debido a que las células de fa vaina producen
sustancias de apoyo requeridas para el crecimiento axonal {(Nordlander y
Singer, 1973).

Los cambios maorfologicos de las células gliales que rodean los axones
moetores lesionados en degeneracion son similares a [os que rodean los axcnes
sensitivos lesionados después de una semana. Las cbservaciones en nervios
periféricos transpiantados sugieren que la glia que rodea los axones motares
lesionados puede cambiar ta funcién de soporte por una funcion destructiva,
mientras que el'papel e fa glia que rodea los axones sensitives lesionados es
principaimente destructiva.

Aungue no toda la glia tiene el mismo papel con respecto a los axones
sobrevivientes, parece estar siempre implicada en el mantenimiento de estos
axones. La vaina glial incrementa su grosor alrededor del mufon proximal de
axones motores y gigantes mediales lesionados, asi como alrededor.de axones
gigantes mediales no lesionados contralaterales al conectivo dafiado. Estas
observaciones indican que las células gliales pueden responder de una manera
generzlizada al dafio en axones adyacentes, debido quiza a la liberacion de
sustancias difusibles desde el soma hacia [os axcnes seccionados (Bittner y
Mann, 1976).

Algunas semanas despues de una lesion en la langosta Panulirus
penniciffatus, se puede observar que el ndcleo glial de la capa adaxcnal es
incorporade en el axoptasma del mufion distal lesionado del axén motor {axones
anucleados). Esta observacidn es importante porque los axones anucleados de
muchos invertebrados, incluyendo la langosta, sobreviven morfoldgica vy
funcicnalmente intactos por semanas y hasta afios. Esta sobrevivencia a largo
plazo de axones anucleados parece significar el mantenimiento de proteinas
axoplésmicas. Para ello se han sugerido tres posibles mecanismos: 1)
transferencia de proteinas hacia los axenes anucleados desde células
adyacentes (especialmente glia adaxonal), 2) proteinas axopldsmicas con una
vida media larga y 3) sintesis de proteinas que son producidas en el mismo
axdn (Sheller y cols., 1991).
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Estructuras Neuronales Implicadas en Procesos Regeneratives,

Hay tres elementos citoesqueléticos que desemperian distintos papeles
en el crecumiento neural y ia regeneracion: microtubulos, neurcfilamentos. Los
microtibulos proveen un armazén estructural para el axén. Estan formados paor
polipéptidos y e dan a la célula plasticidad y estabilidad morfologica.
Desemperian un pape! importante en la determinacién del tamafio y la forma de
los procesos neurcnales. En fibras pequefias no mielinizadas y muchas
dendritas, hay solo unos cuantos neurcfilamentos y microtdbulos que actian
como  elementos estructurales primarios. Este papei es particularmente
importante en axones de insectos y crustaceos,

Les microtdbulos neuronales de axones, dendritas, etc. son bioquimica y
fiswlogicamente distintos. Las suburidades primarias de los microtUbulos son o
y § tubulinas. Las tubulinas estan sujetas a modificaciones posiraduccionales
por acetilacion y destirosinacion, lo gue in vivo incrementa la estabilidad de los
microtibulos. Los sitios donde se incrementa la estabilidad se conservan como
cortos segmentos de microtlbulos cuando otres han sido despolimerizados. Los
segmentos estables de microtibulos pueden servir como un ndcleo de
microtdbulos que organizan el axon, particularmente durante la rageneracion.
Aparentemente los microtdbulos pueden ser desensamblados como parte de la
recrganizacion del citoesquelete para la formacién de neuritas ¥ reensamblarse
para la extension de las mismas. Por lo tanto los microtdbulos sirven para et
transporte de matenales requeridos por los conos de crecimiento y como
elementos estructurales primarios en el crecimiento de neurttas (Scott , 1993).

Los filamentos intermedios también conacidos como neurofilamentos son
polimeros de proteinas fibrosas que se extienden a lo largo del citoplasma
propercionando a las células resistencia mecanica y sostenlendo la tension
mecanica (Alberts, 1996).

Se considera que los movimientos anterdgrado y retrégrado de organelos
estan presentes en el segmento distal en el momento de la transeccion y podria
mantenerse hacia su blanco respectivo, compensandose asi la ausencia del
segmento distal por {a translocacion de organelos.

S esta suposicidn es correcta, el movimiento anterégrado de organelos
podria compensar la ausencia del segmento lesionado, primero desde la reqidn
del segmento distal hacia el sitio de seccion y asi sucesivamente hacia las
siguientes regiones (Viancour, 1990).

Neuronas Periféricas y Transporte Axonal

Las neurcnas periféricas responden a la axotomia con una regeneracién
activa después de un periodo de entre 1 y 4 dias. Durante este liempo se forma
un cono de crecimiento en la punta del mufidn del axén proximal. La velocidad
del transporte axonal que lleva las proteinas citoesqueléticas hacia el axén, no
es suficientemente rapido para alcanzar €l sitio de lesién por lo que este periodo

13



se retrasa. La orgamzacion ipcal del cicesqueleto preexisterte pueae ser
responsable de la formacidn de conos de crecimiento Durante la fase de
vigorosa regeneracién, la velocidad de ésta, estd correlacionada con la
velocidad del transporte axonal lento Durante esta fase hay cambios
cuantitativos y cualitativos en la sintesis de proteinas citoesqueléticas. Después
de la axotomia se ha observado que durante 1 a 2 semanas, hay una reduccién
en fa sintesis de proteinas neurcfiiamentosas y un incremento en |2 sintesis de
actina e isotipos de tubulna para facilitar y permitir a reinervasidn. La fase de
maduracién que sigue se caracteriza por el regreso de la sintesis de las
proteinas del ciioesgueleio a niveles normales y un incremento en el calibre de
los procesos regenerados {Tashiro y Komiya, 1991).

No es facil precisar 1as bases estructurales del transporte axonal lento y
rapido. En el fransporte rapido, los microtdbulos y/o neurcfilamentos en una
reurcna, al parecer tienen estructuras de translocacién. El movimiento lento de
materiales podria ser una consecuencia de presiones microperistalticas en el
axolema. Recientemente se ha demostrado que la colchicina, se une
salectivamente a proteinas microtubulares y podria bloquear el transporte lento
y rapido. Estas cbservaciones sugieren que ambos sistemas de transporte estan
infimamente relacionades y pueden depender de un complejo microtubular en
los axones,

Hay experimentos que muestran gque la colchicina y [as bajas
temperaturas {3°C), también interfieren con la estructura de ciertos
microtdbulos, bloqueando el movimiento lento de proteinas en el cordén
nervioso del acocit (Femandez y col., 1971).

Cambios Estructurales Durante {a Degeneracion y la Regeneracién
Nerviosa. .

La degeneracién neural ocuTe. una o dos semanas después de fa jesion.
La magnitud y la velocidad de 1a regeneracién, por otra parte, depende de
factores locales y sistémicos, como la distancia entre el soma y el sitic de
lesidn, 1a temperatura y la presencia de tejido glial.

Hay una diferencia en el proceso que ocurre en el axon gigante medial
{AGM) vy el resto de las fibras de la cadena ganglionar, cuando el corddn
nervioso ventrat {CNV) del acocil es transectado. En fibras pequefas, los
principales cambios que se observan son contraccicnes de la porcién separada
del soma celular, ta vacuslizacion del segmento restante y la pérdida del arreglo
en la membrana celular y los organelos celulares. Dos semanas después de a
transeccidn, la porcion distal del axén desaparece y fa region es invadida por
glia y tejido conectivo,

En o que respecta a los axones gigantes faterales (AGL) se observa que
entre uno y catorce dias después de la lesion, el segmento distal del axén tiene
cambios estructurales en las mitocondrias y la organizacién microtubular. De
dos semanas a diez meses después de |2 lesidn, los mufiones sobrevivientes de
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ios AGL lesionados a menudo se ven normales excepio por la persistencia de
alteraciones en las mitocondrias y microtUbuios {Tanner y cols., 1995).

Estos datos sugieren que el segmenio distal de los AGL recibe apoyo
tréfico de AGL adyacentes intactos. Los mMecanismos de este apoyo
probablementis ocurran por via exocitosis/pinocitosis de vesiculas que siempre
estan presentes en ambos fados del septo entre el AGL intacto y el segmento
distal del AGL lesionado.

Como fuente de este aporte extracelular, se ha sugerido que los
segmentos de los AGL anucleados reciben aporte trofico mas que del conectivo
de algun ganglio préxime Por ejemplo, al cortar el segmento distal det AGL que
tiene contactos con otras neuronas en ofro ganglio, aquel sobrevive por mas de
10 meses vy muestra poca evidencia de degeneracion. Inversamente, los
segmentos aistados de los AGL que estan separados del cuerpo celular y no
tienen contactos sindpticos con otras neurcnas en algun otro ganglio, muestran
poca reaccidn glial y degeneran en dos semanas (Tanner y cols,, 1895).

Axones Gigantes Mediales (AGM)

En et axdn gigante medial de los acociles (Procambarus clarkii y
Precambarus simulans) la sobrevivencia a largo plazo ha sido ampliamente
estudiada. Los AGM anucleados, permanecen morfoldgicamente intactos y
funcionalmente competentes entre 150-250 dias.

Bespués de |a lesion, tanto las proteinas como otros compuestos pueden
ser intercambiados rutinariamente entre el AGM vy la glia adaxonal. Lo que
significa que estas transferencias intercelutares se pueden llevar a cabo, al
. menos en parte, debido a la sobrevivencia a largo plazo de los axones
anucleados. Este tipo de axones mantiene el mismo perfil proteinico de los AGM
intactos por mas de 4 meses; sdlo después de 7 meses se observa que algunas
proteinas decrecen en los AGM anucleados. La vida media de estas proteinas
para el fransporte axonal en estos axones es de 17 dias.

Por ofro lade, los niveles de actina también son muy parecidos entre los
axones intactos y los axones anucleados. Sin embargo se ha encontrado que la
tubulina en los AGM anucleados decrece considerablemente en menos de 2
meses {Tanner y cols. 1995).

Mediante experimentos con peroxidasa de rabano (HRP) se ha visto que
los axones gigantes mediales del acocil son capaces de introducir substancias
que pueden ser sintetizadas por células gliales y liberadas en el espacio
extraceiular periaxonal. Se ha especulado scbre la posibilidad de que el
transporte del axén a la glia se dé gracias a la participacién de células gliales,
que contienen informacion acerca de como se debe llevar a cabo 1a sintesis v 1a
liberacidn de sustancias troficas (Gonzalez del Pliego y cois., 1898),

A partir de un analisis morfoldgico por microscaopia de luz, microscopia
electrdnica de transmisidn y por exploracion del CNV transectado, e! primer
cambio que se detecta en los animales experimentales es un incremento en la
glia adaxonal presente tanto en las fibras gigantes como en las no gigantes. Las
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fibras mediales y laterales muestran un incrementc en la glia adaxonal durante
los primeros 10 dias después de la lesidn. La contraccién y el desarreglo de los
organelos intracelulares de los axones lesionados son cambios que estan
ausentes en las preparaciones control las gue, evidentemente fueron
procesados de la misma manera y al mismo tiempo gue los experimentales. .

Los cambios que se registran en las estructuras lesionadas,
corresponden a lo que se esperaria al inicio de los procesos degenerativos.
Esto se refleja er: un fuerte incremento en la latencia de la respuesta normal.
Después de un cierto tiempo de que los procesos degenerativos han
progresade de manera continua se inician fos cambios regenerativos: reduccidn
en la latencia normal, umén del tejido conectivo entre el mufion proximal y distal
y crecimiento glial

Entre 2 y 3 meses después de la transeccién, la glia ha llenado los
espacios dejados por las fibras no gigantes degeneradas y las fibras gigantes
han incrementado sus irregularidades en ta membrana. El incremento en el
tejido glial es el responsable de las conexicnes entre los mufiones distal y
proximal. Simultaneamente con la reconexidn, las fibras gigantes muestran
cambios supresores alrededor del sitio de seccién en ambos mufones. No se
descarta la posibilidad de que el tejido conectivo pueda ser atravesado por
pequefios brotes axonales no gigantes que reconectan ambos mufiones.

La gran cantidad de glia puede reflejar no sble el papel de este tejido en
la sobrevida de las fibras gigantes, también ha sido asociada con su papel de
guia para el restablecimiento de nuevas conexiones yfo liberacién de sustancias
troficas lo que refuerza las comunicaciones preexistentes entre neuronas no
gigantes. Al considerar el papel del tejido glial en la degeneracion y
regeneracion neural, se encuentran varias caracteristicas que vale la pena
considerar: macromoléculas que pueden ser transferidas desde fa glia hasta los
axones gigantes y que parecen ser las que permiten la supervivencia
{Gonzélez del Pliego, y cols., 1998).

Despugs de [a lesion, los axones motores a menude muestran miltiples
procesos, llamados “axones satélite’, en la vaina de los mufiones distales
lesionados. Estos axones aparecen entre 7 a 15 dias después del corte o
machacado y se ven mas distales conforme pasa el tiempo después de la
lesidn. Esto sugiere que los axones satélite aumentan, mediante el crecimiento
de finos procesos desde el mufdn proximal, las vias con las que se
comunicaran los axones motores lesionados.

Hay datos que sugieren que después de una lesion, puede haber un
incremenio en el drea de intercambio de sustancias tréficas entre la glia y las
neurcnas. Cuando el axén es seccionado hay multiples proceses de axones no
gigantes que pueden aumentar mediante fa divisién det axoplasma gracias a la
participacién de la glia. Esta reaccién puede incrementar et drea supericial para
el intercambio de sustancias tréficas entre glia y neurona. (Ballinger y Bittner,
1980).

Las neuronas y la glia son células hermanas que al parecer tienen e!
mismo precursor embrionario, el neuroectodermo. La relacion morfoldgica entre
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ambas sugiere que estos dos tipos celulares estan interrelacicnados
funcionaiments. Las neuronas henen claramente una funcidn  ceniral
caracteristica en el sistema nerviogso, mientras que {as células gligies actian
como elementos de soporte para las neuronas. La glia parece tener dos
funciones principales, por un lado aislar a una neurona de ofra; y por otre lado
apayar metabdlicamente a las neuronas, mediante el aporte de metabolitos
como la glucosa o precursores de lipidos y posiblemente también
macremoléculas coma proteinas.

Las interacciones giia-neurona estan relacionadas especialmente con &l
intercambic de macromoeléculas, nutrientes y iones. Las zonas morfolégicas v
fisioldgicas de las neuronas de crustaceos (cuerpo celular, axon y neuropilo)
estan asociados tanto con ia glia adaxonal como con la glia embebida en la
vaina de tejido conectivo.

Redes Tubulares. Algunas células gliales se caracterizan por poseer una
red de membranas tubulares anastomosadas, las cuaies atraviesan la vaina
glial. Esto se¢ ha encontrado por ejemplo, en los axones gigantes de acocil
FProcambarus clarkii, {Cuadras, 1986).

Canales Transgliales. Se encuentran en la glia perineuronal en £. clarkii.
Aparecen como una sola invaginacion tubular de la membrana glial. Tanto los
canales transgiiales como las redes tubulares pueden facilitar el {ransporte
idnica o macraomolecular entre las neurcnas ¥ la hemolinfa probablemente hacia
las células ghales perivasculares que estan separadas de la glia perineuronat.

Endocitosis Neuronal. Acoplado can la exocitosis glial, es un mecanismo
para la transferencia de proteinas desde las vesiculas citoplasmaticas gliales
hacia las neuronas en ef espacio extracelular.

Endocitosis Neuronal Modificada. Este es un mecanismo endocitético
particular que se ha observado en los cuerpos celulares de neuronas de P.
clarki. Pequefias expulsiones citopiasméticas de células gliales, forman una
doble pared de vesiculas endocitdticas en el citoplasma .neuronal. Este
mecanismo puede ayudar en la transferencia, de proteinas libres en el
citaplasma glial, como la actina, desde la glia hasta la neurona.

Poros glia-neurona. Las membranas gliat v axonal de P. clarki pueden
fusionarse y formar un pasaje directo entre ef citoplasma glial y el citoplasma
axonal, lo cual ayuda a ia transferencia de RNA y de proteinas citoplasmaticas
libres,

Uriones Tipo Gap. Se encuentran en el pericarion de motoneuronas
abdominales y glia perineuronal de P. Clarkii. A través de estas uniones pueden
pasar proteinas de distintos pesos moleculares. Son sitios de apoyo para el
aceoplamiento ionico.

Aposicion de membranas. Se han observado en los neuropilos de
ganghos abdominales, entre neurona-ghia.

Proyecciones capacitadas. Individuales o asociadas a la superficie,
consisten de pequefias proyecciones gliales en el axoptasma. Las membranas
neurohal y glial estan separadas por uniones comunicantes (Cuadras, 1985).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Como parte de este estudio, en el laboratorio hemos iniclado desde hace
algunos afios una linea de trabajo en la que abordamos diferentes problemas
relativos al estudio de los procesos de degeneracidn y regeneracion en el tejido
nervipsa del acocil. Dentro de esta linea se han lograde establecer las
caracteristicas esenciales del medio de cuitive dptimo para este tipo de teiido,
asi como la ultraestructura del mismo, antes, durante y después de una lesidn
producida en &l organismo completo Se han estugiade tampién los tempos de
recuperacidn de las funciones motrices perdidas a consecuencia de una lesion
En la actualidad se trabaja en el estudio de la recuperacién de !a actvidad
eléctrica del tejfide nervioso lesionado, analizado destde un punio de vista
fisioldgico,

En esta etapa, se pretende contribuir al conocimiento de las condicicnes
minimas que deben darse en un medio de cultivo definido con respecto a su
composicion, temperatura y pH para lograr la sobrevida del tegjido nervicso
lesionado del acocil. Una vez establecidas esas condiciones para el
manienimiento de explantes de este tejido, se establecera la relacion que existe
entre el arreglo que mantengan las fibras después de una lesion y 1a capacidad
del tejido para regenerar in vitro las conexiones perdidas a consecuencia de la
lesion misma.

Para eilo se pretenden utilizar técnicas auxiliares gque nos permitan
comprobar ja viabilidad del tejido v por ende si las fibras de reconexion son de
cardcter nervioso. Dentro de los cniterios de viabilidad se usaran colorantes
vitales como ef azul de metileno y la nigrosina. Mientras que para comprobar si
las reconexiones son de tipo nervioso, se usara la inmunohjstoquimica para la
deteccién de la proteina tau.

Nuestra propuesta, durante el desarrofic de este trabajo es que la
presencia de la glia y del tejido conectivo contribuyen de manera esencial en la
recuperacion de [a continuidad total de las dos partes de tejido nervioso
separadas a2 consecuencta de una lesion. El grado de recuperacidn de la
centinuidad se evalda mediante criterios morfolégicos y cualitativos.

HIPOTESIS

Si existe un apoyo trofico y estructural entre el tejido conective-glial v el
tejido nervioso, entonces la presencia de 1a glia en una regidn prdxima a un sitio
de lesion favorecera la posibilidad de recuperacion del tejido nervioso
lesicnado.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Como parte de este estudio, en el laboratorio hemos iniciado desde hace
atgunos afos una linea de trabajo en 2 que abordamos diferentes problemas
relativos al estudio de los proceses de degeneracion y regeneracion en el tejlido
nervioso del acocl Dentro de esta linea se han logrado esiablecer las
caracteristicas esenciales del medio de cuitivo dptimo para este tipo de tejido,
asi como ‘a uliraestructura del mismo, antes, durante y después de una lesién
producida en el organismo completo. Se han estudiado también los tiempos de
recuperacion de las funciones motrices perdidas a consecuencia de una lesion.
En la actualidad se trabaja en el esiudio de la recuperacion de la actividad
eléctrica det tejido nervioso lesionado, analizado desde un punto de vista
fisiolégico.

En esta etapa, se pretende contribuir al conocimiento de las condiciones
minimas que deben darse en un medio de cuitivo definido con respecto a su
composicién, temperatura vy pH  para legrar la sobrevida del tejido nervioso
lesionado del acocll. Una vez establecidas esas condiciones para el
mantenimiente de explantes de este tejido, se establecera la relacion que existe
enire el arregio que mantengan las fibras después de una lesidn y fa capacidad
del tejido para regenerar ir vifro las conexiones perdidas a consecuencia de la
lesion misma.

Para ello se pretenden utihizar técnicas auxiliares que nos permitan
comprobar la viabilidad del tejido y por ende si las fibras de reconexion son de
caracter nervicso Dentro de los criterios de viabilidad se usaran colorantes
vitales como el azul de metileno y {a nigrosina. Mientras que para comprobar si
las reconexiones son de tipo nervioso, se usara la inmunohistoquimica para ia
deteccién de la proteina tau.

Nuestra propuesta, durante el desarrolic de este trabajo es que la
presencia de la glia y del tejido conectivo contribuyen de manera esencial en ia
recuperacidn de la continuidad total de las dos partes de tejido nervioso
separadas a consecuencia de una lesion. El grado de recuperacion de la
continuidad se evalla mediante criterios morfoldgicos y cualitativos.

HIPOTESIS

Si existe un apoyo trofico y estructural entre el tejido conectivo-glial vy el
tejide nervioso, enfonces la presencia de la glia en una regidn préxima a un sitio
de lesidn favorecera la posibilidad de recuperacion del tejido nervioso
lesionado.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Como parte de este esiudio, en el laboratorio hemos iniciado desde hace
algunos afios una linea de trabajo en la que abordamos diferentes problemas
relativos al estudio de los procesos de degeneracion y regeneracion en e tejido
nerviosc del acocil. Dentro de esta linea se han logrado estabiecer las
caracteristicas esenciales del medio de cultivo dptimo para este tipo de tejdo,
asi como la ultraestructura del mismo, antes, durante y después de una lesién
producida en &l orgarusmo complete Se han estudiado también los tempos de
recuperacién de las funciones motrices perdidas a consecuencia de una lesién.
En la actualidad se trabaja en ei estudio de la recuperacion de la actividad
eléctnca del tejido nervioso lesionado, analizado desde un punto de vista
fisioidgico.

En esta etapa, se pretende contribuir al conocimiento de las condiciones
minimas que deben darse en un medio de cultivo definido con respecto a su
composicién, temperatura y pH para lograr la sobrevida del teiido nervioso
lesionado del acocil. Una vez establecidas esas condiciones para el
mantenimiento de explantes de este tejido, se establecera la relacion que existe
entre el amegle gue mantengan las fibras después de una lesion y ia capacidad
del tejido para regenerar in vitro las conexiones perdidas a consecuencia de ia
lesién misma.

Para eillo se pretenden utilizar técnicas auxiliares que nos permitan
comprobar la viabilidad del tejido y por ende si ias fibras de reconexion son de
caracter nervioso. Dentro de los criterios de viabilidad se usaran colorantes
vitales como ef azul de metileno y la nigrosina. Mientras que para eomprobar si
las reconexiones son de tipo nervioso, se usara la inmunohisioquimica para la
deteceién de la proteina tau.

Nuestra propuesta, durante el desarrolio de este trabajo es que [a
presencia de la glia y del tejido conectivo contribuyen de manera esencial en la
recuperacion de la continuidad total de las dos partes de tejido nervioso
separadas a consecuencia de una lesién. E! grado de recuperacion de la
continuidad se evaila mediante criterios morfoldgicos y cualitativos.

HIPOTESIS
Si existe un apoyo tréfico y estructural entre ef tejido conectivo-glial y ei
tejido nervioso, entonces la presencia de ta glia en una regién proxima a un sitio

de lesidn favorecerd la posibilidad de recuperacion del tefido nervioso
lesionado.
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OBJETIVO GENERAL.

Obtener evidencia morfologica de la regeneracidn neural in vitro, usando
como referencia la presencia o ausencia de iz glia y el tejido conectivo.

OBJETIVOS PARTICULARES.

a) Obtener diferentes tipos de cultivos, en los cuales se diversificara la
manipulacion y el tratamiento del tejido nervioso.

b) Mantener los cultives por un minimo de 5 dias en un medio minimo esencial.
¢) Conacer y evaluar a nivel morfoldgico y cualitativo los diversos grados de

regeneracion, segln el tipo de arreglo que tengan las fibras después de haber
sido lesionadas.
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MATERIAL Y METODOS.

El tejido neural de acocil ha sido muy poco manejade en condiciones de
cuitivo; la informacion disporuble sefiala como principales fuentes de tejido al
talio ocular { Cooke y cols., 1991), v los ganglios de la cadena abdominal
{Krenz, 1980). Por su ubicacion. ta cadena ganglionar abdominal del acoci! es
de facil acceso y se encuentra reiativamente lejos de regiones como la boca,
drganc potencialmente capaz de aimacenar diversos tipes de contaminantss
bacteriancs o micticos. Por ello se eligid a la cadena ganglionar ventral como
fuente de tejido neural para los explantes.

Material Biolégico.

Se utilizaron aproximadamente 120 acociles de 1a especie Procambarus
clarkii, aduitos, de 8 a 12 cm de longitud, sin distincién de sexo, procedentes de
Chihuahua, México. Desde su !legada al laboratorio, se mantuvieron en
acuarios con aireacidn constante, a una temperatura de 16-18° C. Se
alimentaron cada tercer dia con zanahoria, calabaza y pescado. El agua les fue
reemplazada cada tercer dia.

Los cultivos de tgjido neural se ltevaron a cabo, en condiciones de
esterilidad en una campana de flujo jaminar Forma Scientific, siguiendo
estrictas medidas antisépticas como 12 limpieza del drea de trabajo con etanol al
80% y la exposicion con luz ultravioleta del equipo quirtrgico, de 1a cristaleria y
del microscopie, durante, por lo menos, una hora antes de cada cultivo.

El material quirdrgico se esterilizd conforme se utilizaba en un
esterilizador Hot Bead Sterilizer Sold By Fine Science Tools, Inc. El material
de cristaleria y los filtros Swinnex W/O Filter Milipore se esterilizaron
previamente en una esterilizadora con calor seco.,

Para la diseccién de |la cadena ganglionar se empled un mICTOSCOpIO de
diseccién American Optical.

Cada acocil utilizado se anestesio por enfriamiento a —4°C, durante una
hora. inmediatamente después se decapité y se lavd con etanol al 80%. Se
flamed, se limpid la superficie con benzal y se fijé a una placa de corcho,
(limpiada previamente con etanol 80% e rradiada con luz ultravioleta), a fin de
llevar & cabo la exiraccion de la cadena. Para obtener la cadena nerviosa
ganglionar abdominal del acocil se hizo un corte en el surco transversal del
cefalotérax, con el fin de separar 1a regién cefalica del resto del cuerpo. Se
eliminaron los pereidpodos (patas de desplazamiento) y los pledpodos (patas
natatorias}, con el fin de facilitar el accesc a la cadena ganglionar.
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Figura 1. Sistema nerviosc central del acocil Procambarus clarkii, donde se muestran ics
niveles en ios cuales se llevaron a cabo 1as lesiones (2° y 3er ganglio y 4° y 5° ganglio). Tomado
de Horiuchi y cols., 1971.

Peor medico de un corte a lo large de [a linea media tordcica se accedio a
tos tres Gltimos ganglios nerviosos toracicos En el primer segmento abdominal
se realizd un corte transversal de la cuticula en la region ventral. Luego, se
efectuaron dos cortes longitudinales paralelos que iban desde el primero hasta
el dltimo segmento abdominal, De esta manera se pudo retirar la cuticula de la
region ventral por diseccidn roma, to que hizo que la cadena ganglionar quedara
expuesta en su porcion abdominal. Con pinzas finas se expuso también la
cadena en la regién toracica. Una vez descubierta toda la cadena nerviosa se
amarraron dos hilos de seda {5-0) ectériles, uno en la regién torécica y ofre en
el extremo distal, mediante los cuales la cadena se pudo sujetar y extraer, lo
cual se hizo después de efectuar un corte transversal por arriba del dltimo
ganglio toracico y otro por abajo del VI gangiio abdominal.

Desde su exposicidn hasta su siembra, la cadena ganglionar se mantuvo
hidratada con solucién salina de Van Harreveld (VH) (Van Harreveld, 1936),
estéril. Una vez extraida, la cadena se colocd en una caja de petri con sylgard v
con nueva solucion de VH. Durante este paso, el tefido conectivo que cubria la
cadena se retird tanto como fue posible.

Con ia finalidad de observar la influencia que tiene el tejido conectivo y ia
glia en la regeneracion, se siguieron procedimientos mecanicos y quimices para
quitar de |la cadena ganglionar el exceso o la mayor cantidad posible de este
tejido. Para la eliminacién por medios mecanicos se emplearon pinzas de
diseccién, por medios quimicos se afadié enzima colagenasa Tipo V al 2%,
durarte 10 minutos.

Los explantes se colocaron en una caja de petri Nune (cat. No. 150318),
pretratada con cargas, de 35 cm de diametro.
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Despues de la diseccidn, los cultvos se mantuviercn en ncubacion por
lapsos de nasta cinco dias a 27° €, en una ncubadora Forma Cientific Water-
Jacketed incubator 3250.

El medic fue renovado dos veces por semana vy los cultivos eran
revisados los dias 1, 3 y 5, con ayuda de un microscopic invertido Diaphot-TMD
Nikon, con la técrica de Diascopic Dic Nomarski Attachment TMD-NT2.
Durante fa revisién se evaiud la viabilidad de los cultivos. Tomando en cuenta
come pardmetros la refringencia, la adhesividad y sobre todc, el grado de
regeneracion del tejido lesionado Los cultivos que presentaron reconexicnes
fueron fotografiades con una camara Nikon F801 M.

En algunos cultivos se hicieron prusbas de viablidad mediante
colorantes vitales (azul de metileno a la concentracién de 0.1 g/ 10 mt y
nigrosing a la misma concentracidn). Si el explante habia sobrevivido el azul de
metileno era absorbido o integrado de manera que el tejide se tefiia de color
verde. En el tejido muerto no habia tincién ya que el colorante no era abscrbido.
Por otra parte, en el caso de la nigrosina, ésta no era absorbida por el tejido
vivo el cual permanecia con su coloracion natural; f colorante permanecia en el
exterior y tefifa de color negro sdlo ai medio de cultivo, En consecuencia si el
iejido no estaba vivo, éste se tefia de color negro debido a 'a ncorporacién de
este colorante.

Composicién de la Solucién Salina.

TABLA 1
La solucidn salina de Van Harreveld a pH= 7.2-7.4 consta de los
siguientes componentes:

COMPONENTE CONCENTRACION
molflitro

NaCi 0.205
CaCl; 0.013

KC! 0.005
MgSO, 0.005
NaHCQO, 0.002
Glucosa 0 040
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Composicién del Medio de Cultivo.

Como medio basico para el cultive de ios explantes se Ltilizd solucion
salina de Van Harreveld adicionada con ammnodcidos a pH= 7.2-74. Los
aminoacido y la conceniracién a ‘2 que fueron utilizados se detailla a

continuacion”
TABLA 2
COMPONENTE CONCENTRACION |
mMoillitro
NaCl 205
CaCl, 13
[ KCl 5
L MQSO4 5
L NaHCO- 2
‘ Giucesa 0.040
B DL-alfa Alanina 5.05
| L-Arginina 2.87
I |-Asparagina 1.89
*T ] L-Cisteina 0.9
L-Glutamina 2.05
Gicina 2.66
L-Histidina 1.61
DL-Isoleucina [ 1.90 _J
L-Leucina 1 0.954
L-Lisina i 0513
DL-Meticnina B 1.0
DL-Treonina 5.04
L-Triptofano 0.098
L-Tirosina 1.685
Di-Valina 1.68
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Procedimiento Experimental.

Los cultivos se clasificaron en cuatro tipos, de acuerdo con el tipo de
lesion que se deseaba obtener, asi come si 2l conectivo y por tanto parte de la
glia (de la vaina) era retrada mecanica y/o enzimaticamente En todos los
casos las cadenas se dividieron en dos porciones, 3 ganglios anteriores (10-3er
ganglios) y 3 posteriores (4o-60 ganglics). Les explantes fueron colocados en
una caja de petri Nunc, prefratada, de 35 mm de diametro Una vez hecha la
lesion tas fibras se alinearon y se aproximaron tanto como fue posible a efecto
de favorecer la reconexion. Para cada uno se elaboraron aproximadamente 24
cultivos.

Los cuftives se mantuvieron durante tres dias, debido a que durante este
tiempo ya se podia hacer un analisis cualitativo del grado de lesion y del nivel
de recuperacion del tejido nervioso lesionado. En los cultivos Tipa | se hizo un
seguimiento del tejido hasta por cince dias, ya que en esta etapa apenas se
iniciaban los experimentos y no se tenia conocimiento del tiempo necesario para
observar procesos regenerativos. Posteriormente se vio que en ia mayor parte
de los casos antes del tercer dfa ya se podian observar puentes de reconexién
¢ algunos procesos de regeneracidn. Algunos cultivos de tipo W, se
mantuvieron hasta per 55 dias con buena refringencia y adhesividad que nos
aseguraba Gue &stabian vivos. Sin embargo, solo durante los tres primeros dias
se encontraron fibras de reconexion.

CULTIWO TIPO 1 En este tipc de cultivo, la vaina de tejido conective que
rodeaba fa cadena nerviosa ganglionar se retird por completo, en todos y cada
uno de los explantes y en algunos, ademas, se utilizd enzima por [o que los
haces de fibras nerviosas quedaron completamente desnudos. Las dos
hemicadenas se separaron y en una de ellas se efectué un corte transversal;
entre el 10 y 20 ganglios y entre el 40 y 5o ganglios.

CULTIVO TIPO Il Se hicieron 2 variedades de este tipo de cultivo; El
Tipo la formado por la regién comprendida entre el 1o y el 3er ganglios. En el
tipo lla se retird el exceso de conectivo y séfe se dejd 1a vaina que rodea a la
cadens, sdlo en algunos casos se usd colagenasa. Entre el 10 y el 20 ganglios,
sin separar las hemicadenas se hizo un corte a nivel de una de eflas.

En el Tipe llb, regidon comprendida entre el 40 y el 50 ganglios, se
separarcn tanto las hemicadenas comoe las fibras que las componen sin retirar
completamente el tejido conectivo, es decir respetando la vaina, salvo en
algunos casos en los que se quitd el exceso de manera enzimatica,
posteriormente se llevd a cabo un corte transversal en una de ellas.

CULTIVO TIPQ Il  En todos estos cultivos se elimind mecanicamente

todo el tejido conective, incluida la vaina y en algunos més se usé también
colagenasa. En ambas porciones (entre el 1oy €l 20 y el 4o y el 5o ganglios),
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se separaron ias fibras de las dos hemicadenas y se hizo un corte transversal
on una de $stas

CULTIVO TIPO IV En este tipo de cuitivos también se retird de manera
mecanica todo el canectivo, incluida la vaina. En la mitad de ellos, ademds, se
utilizd colagenasa. Se separarcn las hemicadenas y posteriormente las fibras
entre el 1oy el 20 y entre el 4o y el 50 ganglios. Se hizo un corte transversal
en ambas hemicadenas y finalmente se dic un giro de 180° al to y al 4o
ganglios, de manera que se hicieron congidir el primer gangiio con el segundo
y e cuarta con el quinto

Para el analisis se tomaron en consideracion cinco parametros' 1)Tipo y
tiempo de cultivo, 2) si fueron o ne tratados con colagenasa, 3) adhesividad, 4}
refringencia y 5) si presentaron o no conexiones.

Criterios de Viabilidad.

1 Observacion microscopica de ia refringencia tisular.:

La caracteristica mas netable de las células vivas vistas al microscopio
de contraste de fases, es ia refringencia que muestran. Esta propiedad se
mantiene en cultive como funcién de la viabifidad celular. Por ello se reaiizaron
observaciones cada tercer dia, al momento de llevar a cabo el cambio de
cultivo, (andlisis ' cudlitative). La pérdida total de refringencia se considerd
equivalente a la muerte de! tejido.

2. Observacicnes del grado de adherencia a la superficie de la caja de
cuftivo;

La adhesion de las células a la superficie del recipiente de cultivo esta
determinada por ta viabilidad de las mismas. Es decir, dado un sustrato
adecuado, a [as pocas horas de sembrado el tejido, este se adhiere al fondo de
la caja de cultivo y se mantiene adhendo hasta que muere. Baio estas
consideraciones, cada tercer dia se observo gue el tejido nervioso permaneciera
adherido a la superficie de la caja de cultive. Cuando se despegaba, era
desechado.

Estos criterios de viabilidad fueron expresados en percentaje de
refringencia y adhesividad, )

3. Como auxifiares en la observacion de la viabilidad del tejido se usaron
técnicas de tincion a partir de colorantes vitales, como:

a} Azul de Metileno: cuando el tejido si estd vivo, al aplicar el colorante
éste es absorbide por la muestra, de manera gue se tifie de color verde.
Mientras que si ei tejidec no estd vivo el colorante no se absorbe o no
completamente, permaneciendo el explante con su color natural.

b) Nigrosina: éste colorants actia de manera contraria al azul de
metileno, es decir, cuando el tejido si esta vivo, al aplicar el colorante, éste no
es absorbido y se mantiene en el medio de cultive, a la inversa, si ¢ tefido esta
muerto el colorante tife al explante de color negro.
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{nmunchistoquimica.

Se utilizé la técnica de inmunohistoquimica contra tau, proteina asociada
& rmicrotdbulos (MAP) para comprobar si ta prolongaciones gue presentaron los
cultivos en donde se encontraron puentes de reconexidn eran de tipo nervioso.
La técnica consistio en lo siguiente:

Soluciones para Inmunohistoquimica.

PBSO 1M, pH7 4

Fosfate sodico moncbasico 0.510g
Fosfato sddico dibasico 2.945¢g
NaCl 0.714g

PBS 0.2 M, pH7.4

Fosfato sédico monobasico 4 08g
Fosfato sddico dibasico 23.6g
NaCl 5869

.q‘i-

TBS 0.1M, pH 7 6

Trizma HCI 3.030g
Trizma base 0.695g
NaCl 0.945g

PARAFORMALDEHIDO ai 4%, disuelto en 5 ml de agua, a 60°C, se deja enfriar
y se agregan 5 ml de PBS 0.2M, pH 7.4

1. Se fija el tejido, se retira con cuidado et medio de cultivo y se coloca en su
lugar fa solucion de paraformaldehido (SIGMA)
2. Se deja en el refrigerador de 12 a24 hs
3. Selava3dvecescon PBS 01 My 3vecescon TBS 01 M
4. Se Incuba una hora con TBS 0.1 M + 3% de suero normal de cabra + 0.3% de
TRITON:
9.67 ml de TBS
300 i de suero normal de cabra (VECTOR)
30 yl de tritdn (SIGMA)
5. Se lava 3 veces (lavados cortos, 5 min) con TBS
6. Se agrega el primer anticuerpo en dilucién 1:4000
19.8 mi de TBS
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200 ul de suero normal de cabra (VECTOR)

16 ul de anticuerpo centra tau (VECTOR)
7. Se deja en el refrigerader durante 2 dias (3 noches),
8. Se lava 3 vecas ¢con TBS 0.1 M + 1% de suerc normal de cabra (VECTOR) 10
min.
9. Se Incuba 60 min con el anticuerpo secundario (VECTOR) 1:200. Se guarda
el primer anticuerpe, probablemente para reutitizarlo.

1 gota = 50 ui de anticuerpo bictiniiado {(VECTOR) + 10 mi de TBS +

1% de suero normai de cabra (VECTOR).
10. Selava3 veces con TBS 01 M + 1% de suero normal de cabra (VECTOR)
5 min.
11. Se Incuba 60 min en AVIDINA-BIOTINA (VECTOR)

2 gotas frasco A

2 gotas frasco B

10 mi de TBS
12. Se lava 3 veces con TBS (5 min).
13. Se incuba con DAB-H202 (SIGMA), se observa al microscopio.

DAB (Diaminobenzidina) 0.005%, 5 mg en 10 ml de TBS. La solucion
estd en 5 mg/mi,

Se difuye en una alicuota de 1 ml en 10 m! de TBS.

Se agregan despugs de 3a 5 min 100 ul de perdxido de hidrdgeno.
14. Se lava 3 veces con TBS para guardar.

Analisis Resultados.

Los cultivos se mantuvieron durante 3 dias, debido a que duranie este
tiempo ya se podia llevar a cabo un andlisis cualitativo del grado de lesidn y det
nivel de recuperacion del tejido nervioso. Solo en los cultives Tipo | s hizo un
seguimiento del tejido hasta por 5 dias. En la mayor parte de los casos antes del
tercer dia ya se podian observar puentes de reconexion o algunos procesos de
regeneracion

Para el analisis de resultados se tomaron en consideracion cinco
parametros: 1)Tipo y dias de cultivo, 2} si fueron o no tratados con colagenasa,
3} adhesividad, 4) refringencia y 5) si presentaron o no reconexiones.

Se calculd el porcentaje de reconexidon gue presenté cada tipo de

cultivo, es decir, cantidad de cultivos que presentaron reconexion para cada uno
de los Tipos.
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RESULTADOS

En la siguiente figura se presenta un cuttivo Tipo |l después de 3 horas
de haberse sembrado la cadena ganglionar del acoci, durante este tiempo,
como se puede observar en la figura, no se presenta aln ningln tipo de
regeneracion ni fibras que atraviesen el area de fesion. .

Figura 2. Cultive Tipo 1Il de 3 horas, cbserve que después de este tiempo ho existe aln ningan
tipo de interconexion, pero en la parte central inferior se aprecia una digitacién (flecha) que
posteriormente podrfa convertirse en un puente de reconexidn. .
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Cuitives Tipo |

1) En este grupo se hicieron once cultivos de este tipo, El tiempo de
cultive fue de 5 digs (excepto en un casc que fue de 3 dias).

2) Del total de cultives, acho no fueron tratados con colagenasa y sélo a
ires se les aplicd la enzima.

3) La mayor parte de los cuitivos de este tipo, presentd adhesividad del
100 %, lo que significé que su viabilidad fue buena y que el tejido estaba vivo;
sblo en un case la adhesividad se redujo al 50 % v en otro al 25 %.

4} La mayor parte de tos cultivos presentd 100 % de refrngencia lo que
refiuerza la 1dea de que &l tejido estaba en buenas condiciones de viabilidad.
Igual que en el caso de la adhesividad sélo un cultivo llegd al 50 % de
refringencia y otro al 25 %.

5) £n la figura 3 {a y b) se muestra un ejemplo de este tipo de cultivo, en
el cual podemos observar algunas fibras por la parte interna de la hemicadena
seccionada, que airaviesan el drea de lesidn y conectan los dos mufiones, En
ocho de estos cultives no se presenid ningdn tipe de regeneracioén. En ios otros
tres se observaron algunos procesos regenerativos a manera de puenies de
reconexién. Esto significa que hubo conexiones regenerativas en un 27 3 % de
los casos, mientras que en el 72.7% no las hubo Un concentrado de todes los
resuitados se presenta en ia Tabla 3.

TABLA 3 Cultivo Tipe N=11

Dias de Cultivo Colagenasa  :Reconexiones Adhesividad Refringencia
5 Si Sin 50% 50%
5 No L . Sin 25% 25%
5 No " Sin 100% 100%
5 No Con 100% 100%
3 Si Con 100% 100%
5 Ne Sin 100% 100%
5 No Sin 100% 100%
5 No Con 100% 100%
5 Si Sin 100% 100%
5 No Sin 100% 100%

- 5] No Sin 100% 160%

Porcentaje de cuitivos con

reconexiones 27 3%

Porcentaje de cultivos sin

{reconexiones 72.7% |
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Figura 3. Cuttivo Tipo |, de cinco dias. a) Aumento a 10X. Se aprecia el drea de lesiéh y el
puente de reconexion (flecha). b) Aumento a 40X en donde se observa con mayor detalle el
puente de reconexi6n {flecha)
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Cultivos Tipo lfa

1} Los once cultivos Tipo lla que se hicieron se mantuwneron durante 3
dias. La lesidn se llevs a cabo entre el 1¢ y 20 ganglics.

2) De los once cultivos de este tipo, cuatro fuercn tratades con
colagenasa y siete no.

3) y 4} La refringencia v la adhesividad se presento en todos los cultivos,
{como se puede obsarvar en la Tabla 4), {o que indicd el buen estado y ia
viabiidad del tejido.

&) A diferencia de los cultivos Tipo |, la mayor parte de estos cultivos
tuvieron cierto grado de recuperacion ya que de once cullivos, siete (63 6 %)
reconectaron y cuatro (36 4 %) no o hicieron. En la figura 4 se presenta un
giemplo de este cultivo, en donde se observa que 3 dias después de la lesién
(fig 4b) hay un gran avance en el proceso regenerative del tejido dafado. Un
resumen de estos resultados se muestran en la Tabia 4.

TABLA 4 Cultivo Tipo H a N=11

Dias de Cultivo Colagenasa |Reconexiones (Adhesividad [Refringencia
3 Si Sin 100% . 100%
3 Si Con 100% 100%
3 MNo Con 100% 100%
3 No Con 100% 100%
3 Si Con 100% 100%
3 No HED 100% 100%
3 Si Sin 100% 100%
3 No Con 100% 100%
3 No Con 100% 100%,
3 No Con 100% 100%
3 No Sin 100% 100%

I
Porcentaje de cuitivos con reconexiones 63.6%
Porcentaje de cultivos sin reconexiones 36.4%
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Figura 4. Cultivo Tipa la, a} de un dia, se observa la lesidn en una hemicadena, entre 1°y 2°
gangtios (flecha), Aurnento a 10X, b} Cultive de tres dias. Después de la lesidn se puede
observar fa presencia de una cicatriz {flecha). Aumento 10X
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Cultivo Tipo ith

1} Ef iempo, del cuitive Tipo b fue, al 1gual que e Tipo lia, de 3 dias
Sdlo vand ef sitio de la lesidn gue en este cuitivo se hize entre el 40 v 50
gangtios.

2) Por ser el mismo cultivo que el Tipo lia, el ndmero total de casos fue
de once, de los cuales también siete no se trataron con colagenasa y cuatro si.

3) y 4) Los once cultivos presentaron un 100 % de refrmgencia y
adhesividad (Tabla 5).

%) La diferencia entre estos cultivos v los del Tipo Ila, fue que mientras
ocho de sstos reconectarcn, solo siete de los del Tipe iib lo hicieron. En el
gjemplo que se muestra en ia figura 5 (a y b) chservamos fos puentes de
reconexion que provienen de uno de los mufiones, los cuales aungque no
atraviesan toda el drea lesionada para llegar al mufién contrario, llegan en
algunos casos a reconectar con la hemicadena contralateral. En la tabla 5 se
presenta un resumen de estos resultados.

. 4
TABLA S ’ " TCultivo Tipo Il b N =11

:Dias de cultivo \Colagenasa |Reconexiones |Adhesividad |Refringencia
3 Si Con 100% 100%
3 Si Con 100% 100%
3 No Con 100% 100%
3 No Sin 100% 100%
3 Si Sin 100% 106%
3 No Sin 100% 100%
3 Si Sin 100% 100%
3 No Con 100% 100%
3 No Con 100% 100%
3 No Con 100% 100%
3 No Con 100% 160%

Porcentaje de cuitivos con

reconexiones 63.6 %

Porcentaje de cultivos sin

reconexiones 364 %
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Figura 5. Cultivo tipo [Ib, de tres dias. a) Lesidn transversal total en la hemicadena izquierda,
donde se cbservan puentes que reconectan con la hemicadena confralateral (flecha). Aumento
10X.
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Cultivos Tipo ili

1) El ndimero de cultivos del Tipo Il fue de diez. Se mantuvieron durante
3 dias.

2} Como se puede ver en la Tabla 8, de los diez cultivos que se llevaron
a cabo, sélo tres se frataron con colagenasa vy siete no, pero en esta ocasidn en
todas las muestras se retird e! tefide conectivo totalmente de manera mecanica.

3} y 4} En las pruebas de viabilidad para estos cultives se obtuve el 100
% de adhesividad y refringencia en tedas las muestras Los dafos obterudos de
esios cultivos se resumen en la Tabla 8§

8) En nueve de los cuitivos hubo resultados positivos por lo que se
refiere a la reconexidn, es decir sélo en uno de los diez casos no se presentd
ésta. En la figura 6a se muestra un gjemplo de este tipo.de cultivo en el que se
cbservan puentes de reconexion que atraviesan el area lesionada y que
conecta ambos muficnss por la parte interna de la hemicadena lesionada. En la
figura 6o se muestra un caso en ¢l que por la parte intema de ia hemicadena
seccionada, se ha formado un puente de reconexion que al parecer consta de
un mayor ndmero de fibras. El resumen de estos resultados se presenta en la
tabla 6

TABLA & Cuttivo Tipo 1l N=11
Dias de Cultivo (Colagenasa [Reconexiones [Adhesividad Refringencia.
3 No Con 100% 100%
3 Si Con 100% 100%
3 No Con 100% 100%
3 8i Con 100% 100%
3 No Con 160% 100%
i 3 No Con 100% 100%
i_ 3 Si Con 100% 100%
3 No Sin 100% 100%
3 No Con 100% 100%
3 No Con 100% 100%

Porcentaje de cultivos con reconexiones
90%
Porcentaje de cultivos sin reconexiones
10%
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Figura 6 a y b. Cultivo tipo Ill, de tres dias. En ambos casos se observan algunas fibras que
atraviesan el drea de lesidn {flechas). Aumento 10X,
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Cultivos Tipo IV

1) Se hicieron ocho cultivos del Tipo IV, los cuales se mantuvieron
durante 3 dias.

2) De los ocho cultivos, cuatro fueron tratados con colagenasa y a cuatro
de elios no se puso cotagenasa. En estos cultivos el tejido conectivo también se
retir¢ mecanicamente en su iotalidad.

3) v 4} La acheswidad y la refrningencia se ghservd en el 100 % de los
cultives, lo que Indica la buena viabihidad que maostraren.

5) En la Tabla 7 se muestra que los ocho cultivos, es decir el 100% de
ellos, presentaron procesos regenerativos, En ia figura 7, de este tipo cultivos
vemaos algunos puentes de interconexién gue atraviesan la zona lesionada y
reconectan los mufiches distales y proximales. También se cbserva, en los
mufiones de la parte baja de la figura 7b una fibra que pasa de manera
contralatera de una hemicadena a la otra.

Los resultados de los cultivos Tipo IV se resumen en la Tabla 7.

TABLA 7 Cuitivo Tipo IV N=8

IDias de cuitive [Colagenasa [Reconexiones |Adhesividad |Refringencia
3 58 Con 100% 100%
3 Si Con 100% 100%
3 Si Con 100% 100%

B 3 Si Con 100% 100%
3 No Con 100% 100%
3 No Con 100% 100%
3 No Con 100% 100%
3 No Con 100% 100%

Porcentaje de cultivos con
reconexiones 100%

Porcentaje de cuitivos sin
Jreconexianes 0.0% i
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Figura 7. Cuttivo Tipo IV, de tres dlas. a) Se observa un corte transversal completo en ambas
hemicadenas, varias fibras atraviesan e drea de lesién (flechas), aumento 10X. b} Aumento a
40X en donde las fibras se aprecian mas claramente. Nétese una fibm que atraviesa de una
hemicadena a fa contratateral {cabeza de flecha).
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TABLA 8

CULTIVOTIPO ! ] GRAFICA 2 |
Con Conex.

:8in colagen. ! 25% ;

Con colagen. 33%

i

E

ICULTVO TIPO  llay lib

Sin colagen. 71.40%

Con Colagen. 50% ]

CULTIVOTIPO 1|l

Sin colagen. 85.70%

=

Con Colagen. 100%

!EULTNO TPO WV !

Sin Colagen. 100%

Con Colagen. 100%

Resumen de los porcentajes de reconexion, con y sin colagenasa que
presentarcn los diferentes tipos de cultivo. Estos datos se muestran en la
grafica 2.
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GRAFICAZ2 Porcentaje dereconexién en los diferentes tipos
de cultivocon y sin colagenasa.
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Azul de Metileno

Para verificar la viabilidad de los tejides, durante los 3 dias que eran
analizados los cultivos, en seis de ellos se llevd a cabg la prucba de azul de
metileno. ;

En la figura 8 se muestra un culivo de 3 dias, en el que se puede
observar una tincion practicamente completa del tejido. La intensidad de la
tincidn es maxima en la periferia y disminuye ligeramente, sin llegar a
desaparecer hacia el centro. .

Figura 8. Cultivo Tipo iil, de tres dias. A este cultivo se le aplicd azul de metilent como prueba
de viabilidad. Se puede observar que las fibras que se encuentran en la periferia estdn teflidas
(asteriscos) y la intensidad de Ia tincién disminuye hacia las porciones centrales {cfrculo negro).
Aumento 20X,
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En |a figura 9 se observa un cuitivo también de 3 dias, en el que el tefido
presenta un menor grado de viabilidad, ya que las fibras periféricas presentan
una mayer intensidad de tincién mientras que tas fibras centrales no se tifien. |

Figura 9. Cultivo Tipo 1, de tres dias. Ei cultive fue teflido con azui de metileno. Nitese que (2
tincién de tas fibras centrales es mas débif (¢lrculo negro) que la que se presenta en el tejido de
1a figura 7. El asterisco muestra las fibras periféricas tefiidas. Aumento 40X,
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Cuitivos con Nigrosina

El efecto de la nigrosina sobre un cultivo de 3 dias se observa en la
figura 10. La ausencia de tincién con este colorante en todo el tejido nervioso
puso de manifiesto la viabilidad del tejido.

Figura 10. Cultivo Tipo I, de tres dias. Como se puede ver el medio de cultive estd teflido de
negro, rientras el tejido presenta su coloracién normal {asterisco). En egte ejemplo se puede
distinguir de manera importante |a refringencia del tejido. Aumento 20X.



La figura 11 contrasta con la figura 9. La nigrosina se aplicé al medio de
cultivo vy al tejido que tenfa 3 dias de haber sido cultivado, El tejido se tifid de
inmediato lo que puso de manifiesto la falta de viabilidad del mismo.

Figura 11. Cuttivo Tipo [ll, de tres dias. Se aplicd nigrosina al medio de cultivo, e cual fue
retirado después de 2 minutos. Observe que el tejido estd totaimente tefiido (astensooa-.)
indicativo de que la viabilidad es nula. Aumento 40X
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La figura 12 se muestra el ejemplo de un cultive que se mantuvo
durante 55 dias. Se puede observar que las células conservan la refringencia,
tanto en cadenas intactas como en cadenas lesionadas, ya gue estos ejernpios
corresponden a los cullivos tipo IV,

Figura 12. Cultiva Tipo V. En ecta fotografia se muestra un ejempla de un cultive que se
mantuvo durante 55 dias, aprecie la refringencia y adhesividad que presenta el tejido aun
después del tiempo de cuttivo (asteriscos).



Enia figura 13 g, 13 b y 14 se muestra un ejempio del cuitivo tipo 1, en el
que podemos observar el crecimiento del tejido conectivo que rodea los haces
de fibras nerviosas, aun después de haber sido retirada fa vaina conectivo-glial.
Debide a que en este caso no se separaban las fibras, probablemente quedaba
una buena parte de tejido conective-glial entre ellas, o el recrecimiento de éste
tefido pudiera haber rechbido aporte de 'a hemicadena no lesionada; de ta!
manera que con frecuencia se observaba que al crecer el conectivo rodeaba a
los mufiones y formaba una especie de saco, lo que evitaba el crecimiento de
algunas fibras hacia el mufién contrario.

Figura 13. Cultivo Tipo §, 8} se aprecia que en uno de los mufiones de la hemicadena lesionada
el fefido conectivo crece nuevamente cubriendo el tejide nervioso formando una especie de
saco (flecha). Aumento 10X
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Figura 13.b) Obsetve con otro enfoque la presencia del conectivo, nétese en la parte central del
mufién (fecha) que se forma una especie de abertura de saco. Aumento 10X,

B R | Vi L A PR

Figura 14. Cultivo Tipo |. Compare ei mufién de la parte superior con las fig 13ayhby
aprecie que el conectivo no cubre en su totalidad al tejido nervioso, lo cual hubiera permitido la
proyeccidn de puentes de reconexién (flecha superior), sin embargo, el conectivo del mufién
inferior presenta el mismo patrén de crecimiento del conectivo como el de la figura anterior,
(fecha inferior). Aumento 10X. .
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En las figuras 15, 16 y 17 se muestran tres ejemplos de cultivos tipo IV,
de tres dias de cultivo, en los cuales se realizé la técnica de
inmunohistoquimica. La primera figura (fig. 15) se presenta antes de llevar a
cabo la técnica, en la segunda (fig. 16) se presenta un aumento a 40X y la dltima
figura (fig.17) muestra el tejido después de haberse hecho la
inmunchistoquimica, en donde vemos que las fibras que atraviesan el drea
lesionada se tifen de color café.

Figura 16. Cultivo Tipo IV. Se aprecia una seccidn completa en ambas hemicadenas, en donde
se pueden distinguir algunas fibras que atraviesan el drea de lesitn (flechas), Antes de llevar a
cabo la $écnica de Inmunohistoquimica. Aumento 10X.
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Figura 16. Cultivo Tipo IV, de tres dias. Se ohservan a mayor aumento y con mas defalle las
fibras transliicidas que atraviesan el area de lesion (flechas);, asi como fas fibras que pasan
eptre los mufiones conlralaterales (flechas incompletas). Aumento 40X. Antes de la
inmunohistoquimica.

Figura 17. Culfivo Tipo IV, de tres dias. Compare con la figura anterior Ja coloracién café que
adquiere el tefido después de la téonica iInmunehistoquimica. Aprecie el color café en las fibras
que atraviesan el drea de lkesidn (flechas), ¥ la fibra que atraviesa hacia la hemicadena contraria
(cabeza de Flecha). Aumento 40X
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DISCUSION

La scbrevida de un iejide en cultive se ha asociado con muchas
caracteristtcas el tipo celular, 1a técnica de cultive, es decir, si se trata de
céiulas disociadas, exptantes, organos aisiades, el medic de cultive utiizado.
De acuerdo con estas caracteristicas, la duracién del cultivo puede vanar desde
aigunos dias hasta meses o afics. Por otra parte, y cualquiera que sea el medio
que se haya empleado, &l recambio adecuado de éste es otro f{actor tambien
determinante en la viabilidad del cuitivo.

E! cultivo de tejido nervioso es un cultive de corta duracién. Esto se debe
a fas hmitaciones propias de este lipc de tejido, el cuat posee elevados
requerimientos metabsdlicos, mas aln, su gran especializacién parece haberlo
llevade a depender exclusivaments de ia provision extrinseca de los nutrientes.
Mas aun, el tejido nervioso posee muy baja capacidad de obtener energia a
partir de procesos metabdiicos anaerobios, o que lo hace sumamente
vulnerabie & medios en los que hay baja disponibilidad de oxigeno.

En un trabajo previc desarroliado en este Iaboratorio {Jiménez, 19983}, se
puso de manifiesto la efectividad que tiene el empleo de solucidn salina para
crustécecs (Van Harreveld, 1936), adicionada con amincécides {(VHA) como
medic de cultivo para el tejido nervioso de acocil. Los explantes de este tejido
se mantuvieron en buenas condiciones durante un mimmo de 30 dias La
solucién VHA es un medic simple y definido que no solo mantiene el equilibrio
osmotico de las células sino que las provee de los elementos necesarios para
su supervivencia en fas precarias condiciones de cultivo

Con este antecedente, los cultivos lesionados que trabajamos fueron
siempre puestos en solucion de VHA, e inicialmente seguidos por tiempos de
hasta 55 dias durante los cuales detectamos su viabilidad (Figura 12).

La viabilidad de los cultivos se basé en la observacién de ia adhesividad
y la refringencia que mostraba el tejido dia con dia (Tablas 3 a 7). Las células
vivas poseen la capacidad de adherirse a distintas superficies, de ahi que
también se haya empleado esta propiedad como indice de la sobrevida de una
céluta o un comunto de células en un medio de cultivo {(Jiménez, 1993)
Ademas, como se menciond en la seccidon de métodos las cajas de cultivo que
se emplearon (Nunc) son pretratadas con cargas negativas, las cuales facilitan
{a adhesidn del tejdo a la superficie de contacto, En nuestros experimentos de
lesidn pudimos comprobar que el criterio de adhesividad no sélo se puede
aplicar a las células vivas sino que, de manera relevante, esta propiedad se
hace evidente en los cuitivos de tejido fesionado ya que las fibras de reconexion
gue aparecen durante el procesos regenerativo se adhieren a la superficie de
centacto y mantienen sy organizacion durante su desarrollo gracias, en buena
medida, a que las cargas electrostaticas negativas guian su crecimiento y
favarecen su sujecion a la superficie de contacte. Esto significa que en [os
cases en los que la célula no se adhirid al fondo de la caja, nunca se
encontraran procesos regenerativos.
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Por ctro lado, ia falta de refringsncia de las céiulas en cultivo es sindénimo
de muerie ceiular La evidencia de este hecho proviene de la pérdida de ia
organizacidn que muestran el citoplasma y los organelos que al morir la céluta.
presentan procesos necrotices. Es en las porciones centrales, principaimente
donde se inician los procases necrdticos debide a que son las regiones del
cultivo en fas que primerc falla el aporte de oxigeno a la ¢élula. De hecho, entre
mayor es la masa de! tejido en cultive, mayor es el riesgo de aparicidn de zonas
necroticas debido a iz dificultad del oxigene para difundir de manera adecuada
{Jiménez, 1993)

La schrevida celular de nuestros cultivos se evalud también mediante &
emplec de colorantes vitales como e! azul de metileno y a2 nigrosina. La
aplicacion de azul de metileno hace que se tifan sélo las céluias vivas. Con
este colorante es frecuente observar que, de acuerdo con lo que mencionamos
en &l parrafo anterior, los tejidos u drganos en cultivo muestran mayor
intensidad de la coloracion en las regiones periféricas que en las centrales
{Figuras, 15 16 y 17). Esta situacién se hace mas evidente en la figura 17 en la
gue es evidente la ausencia de coloracidn principalmente en la regidn
ganglionar lo que es un signo ineguivoco de muerte celular. Esta técmea, ha
side implementada por algunos autores {Hoy, 1969; Kendig, 1967} en la
identificacién de los patronss de ramificacién de axones motores de acocil
durante la regeneracidn neural.

La aphecacion de nigresina a los tejidos en cultive es otra prueba de la
viabilidad que complementa ia del azul de metileno, ya que el coiorante no
pusde penefrar a las células vivas y se queda en el medio que las rodea (Figura
10). Si 1a nigrosina difunde libremente al interior de la célula, es signo evidente
de la muerte de ésta. En la figura 11 se muestra un cultivo de 3 dias al que se le
aplicd nigrosina. En este caso se pudo comprobar que las células se tifieran de
un tono negro, el cual se mantuve a pesar de que fa preparacion se tavé
cuidadosamente (Gurr, 1962). '

Durante las primeras fases de este trabajo pudimos también comprobar
gque los tejidos lesionados muestran signos de degeneracién inmediatamente
después de la lesion y que en unas cuanias horas y hasia transcurridos tres
dias cespués de la lesidn, se lleva a cabo la regeneracion. Este hecho. sin
embargo, no significaba que el tejide no sobreviviera por mas de tres dias,
simplemente se puso de manifiesto que, en cuitivo, el proceso regenerativo no
se prolonga més alla de unos cuantos dias. Estas observacicnes hicieron que
limitaramos la duracidn de los cultives con el tejido lesionado a no més de §
dias.

Para lograr una supervivencia optima de los teiidas lesiohados, ademés
del factor primordial referente al medio de cultivo empleado (VHA), fue
necesario considerar otro no menos impoertante: la temperatura. Se sabe que el
sistema nervioso del acocil, incubado con arsenito a temperatura de 20°C
induce ‘a expresién pasajera de diversas proteinas dei estrés (Rochelle y cols.,
1991). En este estudio queda implicito el hecho de gue a determinadas
temperaturas se genera en las células en cultivo, mediante la sintesis de las
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proteines det esirés, la capacidad de ©wierar, adaptarse y sobrevrar a una
variedad de situaciones potencialmente desiructoras de las células del sisiema
nervioso cenfral que se generan como resuitado de haberlas sometido a
condiciones poco adecyadas, Debido 2 esta situacidn, en nuestro estudio con
os explantes lesionados mantuvimos una temperatura de 27°C ia cual, de
acuerdo con datos de otros autores (Bittner y cois., 1974; Seshan y Bittenr,
1987), esta muy proxima a la que favorece la formacién de brotes de procesos
regenerativos en axones motores y senstives

Desde muchcs afios atras, se ha reconocido la importancia que tienen el
tendo conechive v la glia en los procesos de reconexidn caracteristicos de ia
regeneracion nerviosa En patticular, el tejido glial desempefia un papet
pnmordial en estos procesos debide, segln se considera, al apoye tréfico que
da a las neuronas lesionadas cuyas fibras pierden la capacidad de transportar
las sustancias nutritivas. También se ha propuesto que en &l tejido lesionado la
glia se convierte en una especié de guia de los procesos regenerativos para
gue estos alcancen el blanco adecuade (Gonzétez del Pliego y cols., 1995).

Cuando la cadena glanglionar del acocil (entre el tercero y cuario
ganglios abdominales) ha sido lesionada in situ, los cambios degenerativos
consecutivos a la lesion se expresan, entre ofros procesos, con la pérdida de
algunos reflejos caracteristicos de algunas conductas esterectipadas de esta
especie. El reflejo de enderezamiento y el de flexién de fa cola durante la huida,
son dos reflejos que desaparecen peco tiempo después que ef animal ha sido
lesionade en la regién mencionada. Algunas semanas después de ia lesidn, la
recuperacion de estas conductas resulta evidente. Al hacer la correlacion entre
los tiampo en los que se expresa la pérdida, primero y la recuperacion postericr,
de las conductas motoras alteradas comec consecuencia de la lesion de ia
cadena ganglionar, con respecto a los tempo en los que se llevan a cabo los
procesos degenerative y regenerativa de la cadena lesionada (determinados
ambos por la organizacion estructural de fa cadena), se encontrd que la glia
adaxonal desempefia un papel central en los mecanismos de regeneracion
nerviosa (Gonzaiez del Pliego y cols., 1998).

Tomande en consideracion estos antecedentes, quisimos conocer si la
regeneracién del tejido nervieso de acocil, consecutiva a 1a lesidn in vitro de la
cadena ganglionar abdominal, se ve influida, como parece suceder en el
orgamsmo con lesién de la cadena ganglionar in situ, por la cantidad de tejido
conectiva presente en la zona de la lesidn. Nordlander y Singer, 1973,
repertaron la presencia de complejos de unién intercelular en células nerviosas
y gliales en crecimiento. También se han encontrado hemidesmosomas en
nervios en crecimiento, como complejos de unidn que aparecen durante el
crecimento v diferenciacién, lo gue sugiere que se forman sitios de unién entre
los procesos gliales y el tejido conectivo, con lo que se facilita el apoyo
estructural {Shivers y Brightman, 1977). Debido a esta interaccion entre
células giales y tejido conectivo, se propone que, entre menor cantidad de
conectivo se canserve, las células gliales cumplirian su funcidn de guia y apoyo
tréfico de manera més adecuada. Evidentemente lo contraric también operaria
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ya gue cuano mayor conechivo se deje proximo al sitio de lesion 1a capacidad
de reconexidn se reduciria debido a que el tejido conectivo Unicamente cumple
una funcién de cicatrnizacién y no permite el crecimiento nervioso (fig. 13 a y b).
Fue asi que se planearon los cuatro grupos experimentales, los cuales difirieron
enfre si fundamentalmenie en dos aspectos: la aplicacion de colagenasa,
sustancia que se caracteriza por su accidn enzimatica sobre el tejido conectivo,
y el grado de ‘lesién que refleja, de alguna manera, la accién mecénica
mediante la cual se retira una mayor ¢ menor cantidad de este tejido

En alguros de los casos observados (cultivos Tipos lla, figuradayb)la
participacidon del tejido conectivo tiene, al parecer un efecto de cicatrizacion,
mientras gue en el tipo b (figura 5) parece ser un factor determinante en la
apancidn y numero de las fibras de reconexion tipicas del proceso de
regeneracion nerviosa. Sin embargo, en la mayor parte de los cuitivos se
comprobé que la formacidn y ndmero de puentes de reconexidn que se tienden
entre cos extremos de la zona lesionada, es ajena a la presencia de tejido
conective (cultivos Tipos |l y 1V, figuras de 6 v 7). Mas aun, pudimos observar
{fig. 13 a y b)), que ¢l tejido conectivo forma una verdadera bamrera que evita
que los dos extremos del tejido lesionado puedan volver a comunicarse por
medic de ios procesos que se producen en la zona proximal de la lesion.

En apoyo a esta misma propuesta pudimos comprobar que en algunas
ocasiones no se desarrollé de igual manera el tejido conectivo en los dos
mufiones (fig. 14) lo que significd que fa reconexién entre los dos segmentos
afectados por la lesion sélo se produce a partir del mufidn en el que el tejido
conectivo (parie supenor en fa figura) no ¢bstaculiza el desarrollo de las fibras
nerviosas de reconexion.

En consecuencia, podemos afirmar que, peor 1o menos en.e¢l modelo
experimental que trabajamos, no se cumple la premisa de que el tgjido conectivo
de la vaina, incluida la glia, favorezca la formacién de procesos neurales que
son la base estructural en la.que se sustenta la posibilidad de que el iejido
neural lesionado recupere la capacidad funcional perdida a consecuencia de
una ftesion. Esto se desprende de los resultados presentados, ya que cuanto
menor cantidad de tejido conectivo se conservd en el tejido nerviose las
posibilidades de regeneracion disminuyaron o no se presentaron. Nordlander y
Singer {1973) mencionan la presencia de la glia adaxonal compuesta entre
varios organelos, por reticulo endoplésmico rugoso muy desarrollado, en donde
se encuentran embebidos los axones y una glia no adaxonal gue junto con el
tejido conectivo forma la vaina que envuelve al tejido nervioso.

Algo similar fue propuesto por Gonzalez del Pliego y cols. {1993) al
analizar los efectos de la lesidn “in sity” de la cadena ganglionar det acocil en
los procesos de degeneracian y regeneracion en |z especie Frocambarus dlarkii.

Con la ayuda de la técnica inmunohistoquimica anti-tau que aqui
empleamos, pudimas comprabar el caracter nervioso de las fibras de reconexion
que se observan en gran nuamero de preparaciones. En particular empleamos
esta técnica con los cultivos tipo IV {fig. 17) por ser los que muestran mayor
capacidad regenerativa, ya queé no ejercimos ringun tipo de manipuiacién
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directa sotre |a glia adaxonal. En efecto, de acuerdo con lo esperado. las fibras
que proyectaron de une a ofre sitio de 1a lesidn, reaccionaron ants 1a presencia
de los anticuerpes a la proteina tzu, caracteristica de los microtdibuios de las
célutas nervicsas y se tifieron en color café poniendo de manifiesto que se
produjo ia correspondiente reaccién antigeno-anticusrpo.

Los resultados que presentamos se basan en un analisis cualitativo,
debide a que buena parie del trabajo se orientd a determinar |a viabilidad de los
explantes en el medio propuesto. En cuaMto a la reconexién obtenida en cada
grupo experimenial, sdlo se considerd el porcentaje de cultivos de un
determinado grupo en los que se encontraron procesos de regeneracidn an el
arez lesionada.



CONCLUSIONES

Los métodos utilizados para comprobar la viabiidad de los cultivos,
pusieron de manifiesto que los cuitivos en ios que se encontraron puentes de
reconexion, mostraron caracteristicas de refringencia y adhesividad adecuadas.

En coendiciones dptimas, los cultivos de explantes de cadena ganglionar
de acocil pueden scbrevivir hasta por 55 dias, colocados en soiucion salina de
Van Harreveld adicicnada con aminoacides (VHA), mientras que Ia
regeneracion del tejido nervioso lesionado se lleva a cabo durante los tres
primeros dias después de Ia lesion.

Los cuatro tipos de cultive gque se maneiaron durante ef desarrclio de
este trabajo fueron suficientes para comparar las diferencias y la importancia del
teido de la vaina conectivo-ghal en la aparicion de los procesos regenerativos,
como se observd en los resultados, al parecer el tejido conectivo funciona como
una barrera gue evita la fermacién y crecimentio de procesos de reconexion, es
decir. al parecer este tgjido tiene como funcidn cicatrizar el drea lesionada,
cubriendo las fibras y evitando su crecimiento. En la coniraparte, en los cultivos
en donde se retird lo mas posible el conectivo, se presentarcn reconexiones en
la mayoria de ellos, posiblemente debido a que, al ya no estar presente ef
conectivo, 1a funcién y ef apoye de la giia adaxonal al tepde nervioso lesionado
se facilitd, de tal manera que se formarcon puentes de reconexion. Esto lo
pudimos comprobar con la utilizacién de |a técnica inmunchistoguimica anti-tau,
con ta cual estos puentes de reconexion se tifieron de manera importante, lo
que demuestra el cardcter de tpe nervioso de ias fibras que crecen formando
puentes reconexién entre Ics muiiones lesionados

Por dltimo los cultivos de explantes de tefide nervioso de la cadena
ganglionar de acocil Procambarus clarkii, son una herramienta adecuada y de
relativamente facil manejo para el estudio de los procesos de regeneracion
neural.
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